Sindromi Mielodisplastiche: Ruolo di RPS 14 e WT 1 come Marcatori Molecolari di Prognosi by MINGRONE, TECLA
 1 
 
UNIVERSITÀ DI PISA 
FACOLTÀ DI MEDICINA E CHIRURGIA 
 
Corso di Laurea Specialistica in Medicina e Chirurgia 
 
 
TESI DI LAUREA 
 
SINDROMI MIELODISPLASTICHE:  
RUOLO DI RPS14 E WT1 COME MARCATORI 
MOLECOLARI DI PROGNOSI 
 
 
RELATORE:  
 Chiar.mo Prof. Mario Petrini 
 
Dott.ssa Sara Galimberti 
 
CANDIDATO: 
Tecla Mingrone 
 
 
 
Anno Accademico 2011/2012 
 2 
INDICE 
 Riassunto analitico                                                                           4 
 Introduzione:                                                                                   5 
 Classificazione                                                                            6 
 Classificazione morfologica                                                       7 
 Sistemi classificativi di prognosi                                                13 
 Patogenesi:                                                                               24 
 Danno cellulare da esposizione a sostanze tossiche ambientali ed 
invecchiamento cellulare                                                         27 
 Guadagno o perdita dell'espressione genica: alterazioni citogenetiche ed 
epigenetiche                                                                         32 
 Alterazione del microambiente                                                  37 
 Disregolazione del sistema immunitario                                      41 
 Disregolazione del ciclo cellulare, differenziazione anormale, e alterazioni dei 
fattori di trascrizione                                                               44  
 Ruolo del gene WT1 nella patogenesi neoplastica e mielodisplastica     46 
 Ruolo del gene RPS14 nella patogenesi neoplastica e mielodisplastica…555555… 
 Terapia                                                                                      59 
 3 
 Materiali e Metodi                                                                             90 
 Obiettivi                                                                                     90 
 Pazienti e Metodi                                                                         91 
 Risultati                                                                                         105 
 Discussione                                                                                    129 
 Riferimenti Bibliografici                                                                     137 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 4 
RIASSUNTO ANALITICO 
Le sindromi mielodisplastiche (SMD) sono un gruppo eterogeneo di disordini clonali 
acquisiti dalla cellula staminale ematopoietica, caratterizzati da emopoiesi inefficace, 
citopenia periferica, rischio variabile di evoluzione in leucosi acuta. L’ individuazione di 
marcatori che possano indicare la prognosi, predire la tendenza alla progressione, 
stratificando il rischio, sia al momento della diagnosi e della scelta terapeutica, nonché in 
corso di trattamento, è un argomento cui molti ricercatori hanno dedicato nel corso degli 
anni la loro attenzione. 
La nostra attenzione si è focalizzata su una casistica di 37 pazienti affetti da 
mielodisplasia o leucemia acuta mieloblastica trattati con Azacitidina, cui è stato possibile 
effettuare lo studio dei livelli di espressione dei marcatori molecolari RPS14 e WT1. 
Dai dati raccolti emerge l’ipotesi di un ruolo di RPS14, in relazione ai livelli di espressione 
alla diagnosi di malattia, come marcatore per la stratificazione della scelta terapeutica, 
nonché l’utilità nel monitoraggio seriato dei livelli di RPS14 e WT1 in pazienti trattati con 
agenti demetilanti, ipotizzando un ruolo nel predire la tendenza alla progressione in corso 
di trattamento. 
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INTRODUZIONE 
 
Le sindromi mielodisplastiche (SMD) sono un gruppo eterogeneo di disordini clonali 
acquisiti dalla cellula staminale ematopoietica, caratterizzati da emopoiesi inefficace, 
citopenia periferica, rischio variabile di evoluzione in leucosi acuta (Tefferi 2003). 
Clinicamente possono presentarsi con un ampio spettro di manifestazioni di varia 
intensità, il che, unito all'evidenza di diverse possibilità evolutive, ha portato a capire come 
la Sindrome Mielodisplastica sia in realtà una moltitudine di disordini, da cui il termine 
Sindromi Mielodisplastiche. Queste si manifestano con citopenie periferiche, displasia 
cellulare morfologicamente evidente, disfunzione cellulare, che risultano in un aumento del 
rischio di infezioni, sanguinamenti, necessità supporto trasfusionale nella maggioranza dei 
pz con SMD. 
Le conoscenze epidemiologiche sulle sindromi mielodisplastiche sono imprecise. Le 
diversità, anche nel solo dato di incidenza, che risultano considerando le varie casistiche 
pubblicate, sono riconducibili alla difficoltà di estrarre i dati dagli strumenti epidemiologici 
convenzionali: quali SDO, referti istologici. Da ciò si evince la facilità con la quale 
l'incidenza può subire variazioni tra diverse casistiche e come questo non deve essere 
rapportato ad una differente incidenza nelle diverse aree geografiche per cause 
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topograficamente distribuite, bensì a differenze di sensibilità diagnostiche e di raccolta 
dati. (Levis A 2007; Salvi F 2007) 
Va considerata inoltre l'età media del campione, entro cui si studia l'incidenza: tutti gli 
studi sono concordi sulla diversa incidenza dei disordini mielodisplastici tra età geriatrica 
ed altre età, con un' incidenza che va nella popolazione generale intorno a 2-10 casi su 
100.000 abitanti e giunge a 50 casi su 100.000 sopra i 70 anni, con lieve prevalenza 
per il sesso maschile. 
La patologia mielodisplastica può insorgere “de novo” (primitiva o idiopatica) o essere 
"secondaria" all' esposizione a tossici quali il benzene, tossici ambientali legati ad 
esposizione lavorativa o precedenti trattamenti con radioterapia o chemioterapia 
antineoplastica specialmente in pazienti trattati con agenti alchilanti o inibitori della 
topoisomerasi II (Harris NL et al. 1997). I fattori di rischio i più importanti ed accertati 
sono l'esposizione a benzene, agenti chimici occupazionali, radiazioni ionizzanti, agenti 
chemioterapici. 
 
Classificazione 
 
Le SMD sono state definite come sindromi caratterizzate da un vario rischio di evoluzione 
in leucosi acuta, con prognosi diversa tra i vari sottotipi, che va da pochi mesi a qualche 
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anno. Questa variabilità nella sopravvivenza sottolinea l' importanza di un sistema di 
classificazione, completato da un indice prognostico, che aiuti a predire la sopravvivenza 
dei pazienti con MDS, il momento migliore di inizio trattamento, nonchè la probabilità di 
trasformazione in LMA, che aiuti, quindi, a prevedere gli esiti clinici per i singoli pazienti. 
Nel corso degli anni sono stati proposte varie classificazioni e score prognostici. 
Tra questi i più accettati ed utilizzati sono: la classificazione FAB (Franco-Americo-
Britannica), la classificazione WHO (Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS)), il 
Sistema Internazionale di Score Prognostico (IPSS), WPSS (Prognostic Scoring Sistema 
Mondo) e IPSS-R. 
 
CLASSIFICAZIONI MORFOLOGICHE 
 
FAB 
Il primo sistema classificativo utilizzato è il sistema FAB, introdotto nel 1982, basato sulla 
percentuale di blasti e caratteristiche morfologiche delle cellule displastiche. Secondo 
questo sistema, si può fare diagnosi di MDS quando nel midollo osseo è presente:  
emopoiesi displastica e/o i mieloblasti sono tra il 5 e il 30% della cellularità. 
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Tipo FAB Sigla Sangue Periferico Sangue Midollare 
Anemia Refrattaria RA Anemia 
Blasti nessuno o rarissimi 
 
Displasia della serie eritroide 
Blasti <5% 
Sideroblasti <3% 
Anemia refrattaria con 
sideroblasti 
RARS Anemia, no blasti Displasia della sola eritropoiesi 
Blasti <5% 
Sideroblasti > 15% 
Anemia refrattaria con 
eccesso di blasti 
RAEB Citopenia 
Blasti <5% 
 
Displasia i 1-2 linee mieloidi 
Blasti 5-20% 
Anemia refrattaria con 
eccesso di blasti in 
trasformazione 
RAEB-t Citopenia 
Blasti >5% 
 
Displasia i 1-2 linee cellulari 
mieloidi 
Blasti 20-30% 
Leucemia 
mielomonocitica 
cronica 
LMMC Anemia 
Blasti <5% 
 
Monociti>1000/mcl 
Displasia i 1-2 linee mieloidi 
Blasti 5-20% 
Tabella 1: Classificazione Morfologica FAB, 1982 
 
La classificazione FAB prende in considerazione la percentuale di blasti nel sangue 
midollare e nel sangue periferico; numero assoluto di monociti; eventuali sideroblasti ad 
anello. 
Tali caratteristiche morfologiche stratificano quattro importanti gruppi di prognosi: 
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 Mielodisplasie a basso rischio (RA e RARS), con una mediana di sopravvivenza di 
4-5 anni e basso rischio di progressione leucemica 
 Mielodisplasie a rischio intermedio (RAEB), con una sopravvivenza mediana di 
circa 12 mesi 
 Mielodisplasie ad alto rischio (RAEB-t), con una sopravvivenza mediana di pochi 
mesi ed elevato rischio di progressione leucemica 
 Leucemia mielomonocitica cronica (CMML), associata ad una sopravvivenza molto 
variabile 
I limiti di questa classificazione sono il non considerare il numero delle citopenie; le 
alterazioni citogenetiche; non inquadrare correttamente le displasie ipoplasiche (con 
cellularità inferiore a 30% con età <60 o cellularità > 20% con età > 60) o sindromi 
sovrapposte (SMD con fibrosi). 
La classificazione FAB è servita da modello per la classificazione di MDS per molti anni; 
tuttavia, l' outcome di pazienti assegnati allo stesso sottogruppo sono troppo variabili, per 
cui questa classificazione non risulta ottimale per prevedere con precisione la 
sopravvivenza o la trasformazione in AML nei singoli pazienti. 
 
 
 
 
 10 
WHO 
Nel 2001, l'OMS ha proposto una revisione dell' approccio FAB per sopperire alle carenze 
della classificazione (Bennet et al,1982), determinando: 
 l'abbassamento della soglia nella percentuale di blasti necessario ad effettuare la 
diagnosi di LMA dal 30% al 20%, il che ha portato all' eliminazione della 
sottocategoria MDS di anemia refrattaria con eccesso di blasti in trasformazione 
(AREB-T). 
C' è stata l'introduzione di nuovi sottotipi: 
 L' Anemia Refrattaria con Displasia Multilineare (RCMD) o Anemia Refrattaria con 
Displasia Multilineare con Sideroblasti ad Anello (RCMD-RS) caratterizzate da 
displasia in ≥ 10% delle cellule in a almeno due linee cellulari. 
 L' Anemia Refrattaria (AR) o l'Anemia Refrattaria con Sideroblasti ad Anello 
(ARSA) caratterizzate da displasia limitata alla sola linea eritroide. 
 L' Anemia Refrattaria con Eccesso di Blasti è stata suddivisa costituendo due 
sottotipi: 
 RAEB-1 caratterizzato da una percentuale di blasti midollari inferiore al 10% 
 RAEB-2 caratterizzato da una percentuale di blasti compresa tra 10-20% 
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 La Leucemia Mielomonocitica Cronica (LMMC) è stata riclassificata da una 
sottocategoria di MDS a una sottocategoria di disordine mielodisplastico/ 
mieloproliferativo. 
La classificazione WHO ha ormai sostituito ampiamente la classificazione FAB nella 
pratica clinica. 
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Tipo WHO Sigla Sangue Periferico Sangue Midollare 
Anemia Refrattaria RA Anemia senza blasti 
o rarissimi blasti 
Displasia della serie 
eritroide 
Blasti <5% 
Sideroblasti <15% 
Anemia refrattaria 
con sideroblasti 
RARS Anemia 
no blasti 
Displasia della sola 
eritropoiesi 
Blasti <5% 
Sideroblasti > 15% 
Citopenia refrattaria 
con displasia 
multilineare 
RCMD Bi o tricitopenia 
Blasti no o rari 
Monociti <1x10^9/l 
Displasia in >10% delle 
cellule in > 2 linee mieloidi 
Blasti <5% 
Sideroblasti <15% 
Citopenia  refrattaria 
con displasia 
multilineare             e 
sideroblasti 
RCMD-RS Bi o tricitopenia 
no o rari blasti 
Monociti < 1x10^9/l 
Displasia in >10% di cellule e 
in 2 linee mielodi 
Sideroblasti> 15% 
Anemia refrattaria 
con eccesso di blasti 
-1 
RAEB-1 Citopenia 
Blasti <5% 
Monociti < 1x109/l 
Displasia i 1-2 linee mieloidi 
Blasti 5-9% 
Anemia refrattaria 
con eccesso di blasti 
-2 
RAEB-2 Citopenia 
Blasti 5-19% 
Monociti < 1x109/l 
Displasia i 1-2 linee cellulari 
mieloidi 
Blasti 10-19% 
MDS inclassificabile MDS-U Citopenia 
Blasti no o rari 
Una linea cellulare 
displastica (granulo o 
megacariocitopoietica) 
Blasti <5% 
MDS associata o 
isolata del (5q) 
del(5q) Anemia 
Blasti <5% 
Piastrine normali o 
aumentate 
Megacariociti normali o 
aumentati con nucleo poco 
segmentato 
Blasti <5% 
del(5q) isolata 
Tabella 2: Classificazione Morfologica WHO, 2001 
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SISTEMI CLASSIFICATIVI DI PROGNOSI 
Fondamentali per predire gli esiti clinici dei pazienti. 
Il più utilizzato dapprima fu il IPSS (1997), modificato successivamente nel WPSS 
(2008), dopo l'individuazione di ulteriori fattori importanti influenzanti la prognosi, ed 
infine rivisto nell' IPSS-R (2011). 
 
IPSS 
L'IPSS (Sistema di Punteggio Prognostico Internazionale) definito nel 1997 da parte 
dell’International MDS Risk Analysis Workshop fornisce una valutazione del rischio dalla 
diagnosi iniziale, ma è dipendente dall' avere un' accurata valutazione sia per quanto 
riguarda il midollo che l'analisi citogenetica. 
Considera: 
 la percentuale dei blasti ( <5%; 5-10%; 11-20%; >20%) 
 le alterazioni citogenetiche dividendole in: 
 favorevoli (cariotipo normale; del(5q); del(20q); -Y isolata ) 
 intermedio (tutte le alterazioni che non sono comprese nelle altre due) 
 severo ( cariotipo complesso; -7; del(7q) ) 
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 ed il numero delle citopenie (se 0/1 o 2/3 definite come Hb < 10g/dl; Neu < 
1500/mm^3; PLT <100.000/mm^3) 
assegnando alle varie fasce un punteggio tra 0 e 2. 
Punteggio 0 0,5 1 1,5 2 
Blasti (%) <5% 5-10%  11-20 % >20% 
Cario buono intermedio severo   
Citopenia 0 o 1 2 o 3    
Tabella 3: Score di rischio IPSS, Greenberg, 1997 
 
La somma dei punteggi determina l'assegnazione della classe di rischio: 
 Basso: 0 
 Intermedio-1: 0,5-1 
 Intermedio-2: 1,5-2 
 Alto: 2,5-3 
Ad ogni classe di rischio corrisponde una sopravvivenza media 
 Basso: sopravvivenza media 5-6 anni 
 Intermedio-1: 3-4 anni 
 Intermedio-2: 1 anno 
 Alto: 4-5 mesi 
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ed un tempo medio di progressione in LMA: 
 Basso: 10 anni circa per il 25% dei pz 
 Intermedio-1: 4 anni circa per il 25% dei pz 
 Intermedio-2: 1 anno circo per il 25% dei pz 
 Alto: 4-5 mesi per il 75% dei pz 
 
Classe di rischio Score Sopravvivenza Media Progressione LMA 
Low 0 5,7 anni 9,4 aa 
Int-1 0,5 -1 3,5 anni 3,3 aa 
Int-2 0,5 -2 1 anno 01 aa 
High >2 4,5 mesi 4,5 mesi 
Tabella 4: IPSS, Greenberg 1997 
 
Va notato come l'età sia un fattore influenzante la prognosi, ma solo nelle classi di rischio 
Low ed Int-1. L'incremento delle percentuali di blasti (5-10%, 11-20%, 20-30%) indicano 
un aumento del rischio di trasformazione leucemica e di morte. 
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WPSS 
Sebbene l'IPSS è stato il sistema di score prognostico più accettato ed utilizzato per molti 
anni, l'evidenza delle sue limitazioni, quali stima statica del rischio e di sopravvivenza 
(l'IPSS determina, se applicato nel corso della malattia, l'introduzione di bias, poichè 
ottenuto sulla base di sole variabili al momento della diagnosi, indipendentemente 
progressione della malattia), il non considerare la morfologia midollare ed il fabbisogno 
trasfusionale (noti fattori influenzanti la prognosi), hanno richiesto un aggiornamento del 
sistema di calcolo. 
Per far fronte a queste limitazioni, Malcovati et al. hanno sviluppato un modello 
prognostico dinamico sulla base dei tre più importanti fattori prognostici nei pazienti con 
sindromi mielodisplastiche: 
 cariotipo, 
 sottogruppo OMS (comprendente % blasti e morfologia midollare, numero di 
displasie) 
 la necessità trasfusionale. 
Il WPSS è una scala dinamica, che misura le variabili più volte nel follow up, per cui può 
fornire informazioni prognostiche durante tutto il decorso clinico, abbattendo così uno dei 
limiti fondamentali del IPSS. 
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Nel nuovo score non vengono più considerate il numero di citopenie periferiche isolate, in 
quanto il numero di linee displastiche midollare sono incluse nell'analisi per assegnazione 
della classe WHO. La quale da una parte considera il numero di displasie, ma anche la 
percentuale di blasti presenti a livello midollare. Così facendo si eliminano delle 
informazioni risultanti ridondanti. 
Costituzione dello score. 
Il WPSS assegna alle diverse fasce un punteggio da 0 a 3 considerando: 
 le categorie OMS: 
 displasia eritroide isolata (AR e ARSA): punteggio 0 
 displasia multilineare (RCMD e RCMD-RS): punteggio 1 
 eccesso di blasti-1 (AREB-1): 2 
 eccesso di blasti-2 (AREB-2) : 3 
 Il cariotipo è raggruppato nello stesso modo dei criteri IPSS: ma il suo peso 
relativo nel modello è maggiore, da qui i gruppi: buono, intermedio e severo hanno 
rispettivamente punteggio da 0 a 2 
 La terza variabile è dipendenza trasfusionale: pazienti che sviluppano necessità di 
regolari trasfusioni hanno una prognosi peggiore, da cui punteggio: 1; al contrario 
dei pazienti senza la necessità di trasfusione: 0 
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Punteggio 0 1 2 3 
Categoria WHO RA 
RARS 
del(5q) 
RCMD 
MCMD-RS 
RAEB-1 RAEB-2 
Cariotipo Buono Intermedio Severo - 
Necessità 
Trasfusionale 
No Si- regolare - - 
Tabella 5: Score di Rischio WPSS, Malcovati 2008 
 
In base alla sommatoria dei vari punti ottenuti, il WPSS stratifica i pazienti in cinque 
diverse categorie di rischio: 
 molto basso: punteggio 0 
 basso: punteggio 1 
 intermedio: punteggio 2 
 elevata: punteggio 3-4 
 molto elevata: punteggio 5-6 
Differenze significative tra i cinque gruppi si hanno in termini di sopravvivenza globale e il 
rischio di evoluzione in leucemia mieloide acuta. Con sopravvivenza media di circa 12 
anni per pazienti con un punteggio di 0 a 10 mesi per quelli con un punteggio di 5 o più. 
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IPSS-R 
L'IPSS (Sistema di Punteggio Prognostico Internazionale) definito nel 1997 e rivisto dall' 
International Working Group for Prognosis in MDS (IWG-PM) IPSS-R nel 2011, fornisce 
una valutazione del rischio dalla diagnosi iniziale, ma è dipendente dall' avere un' 
accurata valutazione sia per quanto riguarda il midollo che l'analisi citogenetica. 
Considera: 
 La percentuale dei blasti ( <5%; 5-10%; 11-30%) 
 Le alterazioni citogenetiche dividendole in: 
 Very Good: del(11q), -Y 
 Good: Cariotipo normale, del(20q), del(5q) isolata o anomalie doppie che 
lo includano, del(12p) 
 Intermediate: +8, -7q, del(17q),+19,+21, qualunque altra alterazione sia 
singola che doppia, cloni indipendenti 
 Poor: del(3)q21/q26, -7, anomalie doppie che includano 7q-, Complesso 
(3 anomalie) 
 Very Poor: Complesso (più di 3 anomalie) 
 La presenza ed il tipo di citopenia (definite come Hb < 10g/dl; Conteggio Assoluto 
dei Neutrofili < 800/mm^3; PLT <100.000/mm^3) 
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assegnando alle varie fasce un punteggio tra 0 e 5. 
 
Punteggio 0 1 1,5 1,5 2,5 3,5 5 
Blasti (%) <5%   5- 10% 11-30 %   
Cario Very Good  Good  Int Poor Very Poor 
Hb > o = 10   < 10    
PLT > o = 100  < 100     
ANC > o = 0,8 < 0,8      
Tabella 6: Score di Rischio IPSS-R, Greenberg 2012 
 
La somma dei punteggi determina l'assegnazione della classe di rischio: 
 Very low: 0 - 2 
 Good: >2 – 3,5 
 Intermediate: >3,5 - 5 
 High: > 5- 6 
 Very High: >6 
Ad ogni classe di rischio corrisponde un overall survival (OS): 
 Very Low: 8,7 anni 
 Good: 5,3 anni 
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 Intermediate: 3 anni 
 High: 1,6 anni 
 Very High: 0,8 anni 
ed un tempo medio di progressione in LMA: 
 Very Low: non rilevato 
 Good: 10, 7 anni 
 Intermediate: 4 anni 
 High: 1,4 anni 
 Very High: 0,8 anni 
Classe di rischio Score Overall Survival Progressione LMA 
Very Low 0 – 2 8,7 anni NR 
Good >2 – 3,5 5,3 anni 10,7 aa 
Intermediate > 3,5 – 5 3 anni 4 aa 
High > 5 – 6 1,6 anni 1,4 anni 
Very High > 6 0,8 mesi 0,8 mesi 
Tabella 7: IPSS-R, Greenberg 2012 
Bisogna notare come vi siano altri fattori influenzanti la prognosi quali: età, perfomance 
status, ferritina, fibrosi, LDH, B2M. 
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Lo sviluppo di un sistema di classificazione 
Tutti i sistemi di classificazione di cui sopra dipendono, per la diagnosi e la stratificazione 
in gruppi prognostici, da una valutazione dei cambiamenti displastici nel midollo, dall' 
enumerazione accurata di blasti (rilevazione e conteggio). Il limite importante di questi è 
stato, fino a poco tempo fa, la definizione delle cellule blastiche, a causa di criteri 
imprecisi per la definizione morfologica. 
In assenza di marcatori biologici per stratificare i pazienti con SMD, la valutazione 
morfologica è essenziale per la definizione del rischio, indipendentemente dal regime di 
rischio utilizzato. Per questo motivo, il Gruppo di lavoro internazionale Morfologia di MDS 
(IWGM-MDS) si è riunito nel 2008 per rivedere e perfezionare i criteri morfologici per la 
classificazione delle MDS. Questo gruppo ha rivisto le caratteristiche morfologiche dei 
midolli ossei di tutti i sottotipi di sindrome mielodisplastica e hanno concordato una serie di 
raccomandazioni. Queste raccomandazioni sono devono essere applicate per la 
classificazione WHO. ( G.J. Mufti et al. 2008) 
 
Altre classificazioni prognostiche 
Poiché la presenza di comorbidità è un’eventualità frequente nei pazienti affetti da 
mielodisplasie sono stati fatti numerosi sforzi per integrare le caratteristiche cliniche 
indipendenti dalla patologia di base negli score prognostici per categoria di pazienti. Ad 
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esempio, Garcia-Manero et al. (2008) hanno sviluppato un sistema di score prognostico 
(MD Anderson Cancer Center Classification, MDACC) che classifica i pazienti in tre 
gruppi prognostici con mediane di sopravvivenza significativamente diverse sulla base 
delle anomalie citogenetiche a cattiva prognosi, età, blasti midollari, livelli di emoglobina e 
piastrine per favorire l’identificazione pazienti con malattia più aggressiva e che possono 
beneficiare di una terapia precoce o di inclusione in trials clinici. Un gruppo di studio 
tedesco ha recentemente creato un sistema classificativo (Hematopoietic Cell 
Transplantation specific Comorbidity Index o HCT-CI) (Sorror, 2007) volto 
all’identificazione di categorie di pazienti che differiscono per prognosi e mortalità 
trapianto-non relata per predire l’ outcome nel trapianto sulla base di comunque 
comorbidità d’organo cardiaca, renale, epatica, polmonare e neoplastica). Da tale sistema 
il gruppo italiano di Della Porta ha derivato un sistema di score (MDS-specific Comorbidity 
Index o MDS-CI) (Della Porta, 2011) che stratifica i pazienti in base alla stesse 
caratteristiche in tre sottocategorie all’interno della classe WPSS. 
Molti altri sistemi classificativi sono disponibili, tutti con lo stesso intento di migliorare 
l’approccio clinico e al trattamento del paziente ma non ancora approvati per l’utilizzo in 
trial clinici. Al momento, IPSS, WPSS ed IPSS-R restano i sistemi di riferimento. 
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PATOGENESI  
I termini "sindrome" e "gruppo eterogeneo" evidenziano come non si tratti di una malattia 
unica, bensì una moltitudine di disordini con diverse etiopatogenesi, alterazioni molecolari, 
variabilità di presentazioni cliniche, diverse probabilità di evoluzione, comunque uniti da 
elementi comuni. 
Elementi comuni sono: 
1. Emopoiesi inefficace: ovvero per varie cause le varie componenti cellulari non 
riescono a portare a termine il loro percorso evolutivo con formazione di elementi 
ematici maturi, tali da essere immessi nella circolazione generale; il che esita nella 
precoce distruzione di questi elementi a livello dell'ambiente midollare stesso che 
viene ad essere dominato/caratterizzato da un quadro di apoptosi intramidollare. 
2. Displasia: sia cellulare che strutturale, ovvero un disordine delle singole cellule 
caratterizzate da morfologia patologica (in un possibile contesto di cellule mature e 
cellule maturanti), a volte tipica del tipo di Sindrome Mielodisplastica, che si 
accompagna ad una displasia strutturale, ovvero un' alterazione nella costituzione 
dell' architettura midollare stessa. Risulta alterato il modo con il quale le cellule 
emopoietiche si dispongono tra loro, ma non solo, anche i rapporti con gli elementi 
strutturali dell'ambiente midollare stesso vengono ad essere alterati, ritrovandosi in 
posizione anomala rispetto alla nicchia. Questa condizione può essere riassunta ed 
esplicata col termine ALIP (acronimo di Abnormal Localization of Immature 
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Precursor), per la quale le cellule si dispongono in aggregati o cluster di precursori 
immaturi in sede anomala. 
3. Clonalità 
4. Tendenza alla trasformazione leucemica tanto che in passato hanno meritato il 
termine di preleucemie 
Sono stati compiuti molti sforzi per capire quali possano essere/siano i determinanti 
patogenetici, quale ne sia la biologia, i momenti ed i processi, che ne determinano 
l'insorgenza e le diversità di quadro clinico e rischio evolutivo. E sono stati compiuti molti 
passi in avanti, tanto da giungere alla genesi di nuovi farmaci quanto più possibile mirati e 
specifici per il processo. 
Il modello patogenico più comune considera l'oncogenesi mielodisplastica, così come altre 
neoplasie, un processo multi-step, riconoscendo l'esistenza di un' interazione tra 
esposizione a fattori di rischio esterni e predisposizione genetica in un processo 
caratterizzato da cambiamenti a carico della cellula staminale ematopoietica, del 
microambiente midollare e del rapporto tra questi due (Aul C. et al. 2001) (Rosenfeld C. 
et al. 2000) (Steensma D. P. et al 2003) (Catenacci D. V. et al. 2005) (Mufti, G. J. 
2004), con accumulo di lesioni genetiche critiche, fino a determinare la neoplasia 
conclamata. 
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Il primo step è rappresentato da un danno genetico iniziale, spontaneo o indotto da cause 
esterne/ iatrogene o ambientali, che induce un' alterazione nella produzione di citochine e 
regolazione della risposta infiammatoria, cui conseguono modifiche dell'attività proliferativa 
e dell'apoptosi, rendendo il clone displastico e suscettibile di successive mutazioni, fino 
alla trasformazione leucemica. I pattern di produzione di citochine configurano ambienti 
midollari diversi con rischio prognostico diverso, potendo ritrovare un arresto della 
differenziazione ed uno stato proapoptotico globale nelle SMD a basso rischio o uno stato 
di vantaggio proliferativo nelle forme ad alto rischio, risultando nel quadro di citopenie 
periferiche in un consensuale midollo ipercellulato. 
La predisposizione genetica si basa non solo sul polimorfismo di geni che controllano i 
processi di riparazione del DNA e la stabilità cromosomica, ma anche diversità strutturali e 
funzionali di enzimi coinvolti nel processo di detossificazione, che esaltano il rischio dei 
fattori esogeni. 
I fattori di rischio esterni possono essere di vari tipi. Esistono fattori esogeni, di cui è 
ormai certa l'associazione quali: benzene (Yin S. N. et al. 1996), agenti chimici 
occupazionali (West R. R. et al. 1995), radiazioni ionizzanti (Moloney W. C. 1987), 
agenti chemioterapici (Pedersen-Bjergaard J. et al. 1993) e fattori cui vi è un 
associazione molto probabile quali fumo di tabacco (Pasqualetti P. et al. 1997), alcool 
(Ido M. et al. 1996), infezioni virali (Mundle S. et al. 2001), disordini autoimmuni 
(Dalamaga M. et al. 2009). Tra questi si ritrova il danno indotto da cause iatrogene, 
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ormai ampiamente accertato, tanto da configurare e distinguere le Mielodisplasie 
secondarie (definizione introdotta dalla WHO per riferirsi a sindromi insorte dopo 
esposizione a terapia radiante o citostatica eseguita per altra neoplasia) (Harris NL et al. 
1997) dalle Mielodisplasie Primitive. 
Di seguito verranno illustrate le teorie specifiche ed i percorsi implicati nella patogenesi e 
nella progressione delle MDS suddivisi in cinque categorie principali: 1) il danno cellulare 
relativo ad esposizione a tossici ambientali ed invecchiamento cellulare, 2) alterazioni 
genetiche, tra cui la perdita o il guadagno di funzione dovuta sia ad anomalie 
citogenetiche che ad anomalie epigenetiche, 3) variazioni nel microambiente midollare; 4) 
disregolazione del sistema immunitario, 5) alterata regolazione del ciclo cellulare e blocco 
della differenziazione. 
 
1) Danno cellulare: esposizione a tossici ambientali ed invecchiamento cellulare 
L'epidemiologia delle SMD ha offerto legami cruciali tra le varie esposizioni ambientali, 
l'invecchiamento, e lo sviluppo di malattie, in particolare l'accumulo di danni al DNA. 
Numerose esposizioni ambientali sono state associate con lo sviluppo di MDS compreso il 
tabacco, l'uso di alcol, infezioni, disordini autoimmuni, ma il classico esempio di 
collegamento di un esposizione ambientale tossica allo sviluppo di MDS è dato dagli studi 
osservazionali caso controllo a proposito del benzene, un idrocarburo aromatico e 
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solvente organico derivato dalla raffinazione del petrolio, utilizzato in molti composti 
professionali (Kuang S et al. 2005). 
L'associazione, descritta per la prima in lavoratori turchi di calzature, che hanno sviluppato 
stati di insufficienza midollare/pancitopenia (Aksoy M et al. 1972), ha dato luogo a studi 
di coorte prospettici che coinvolgono altri soggetti esposti benzene in Cina ed hanno 
rivelato un aumento significativo del rischio relativo di sviluppo di MDS, che si avvicina 
all'infinito (Yin S et al.1996). I meccanismi potenziali di sviluppo delle SMD in individui 
esposti al benzene sono stati descritti in due tipi: genotossici e non genotossici. I 
Meccanismi genotossici sono caratterizzati dalla generazione di radicali liberi dell'ossigeno 
da metaboliti del benzene con conseguente danno al DNA e apoptosi (Yardley-Jones A et 
al 1991; Hiraku Y et al.1996). Il supporto a questo meccanismo include i risultati di 
anomalie cromosomiche (trisomia (+9), delezioni (-5 o -7) e traslocazioni t (8, 21)), 
mutazioni degli oncogeni e mutazioni somatiche nel benzene pazienti esposti a MDS 
(Smith M et al. 1996; Aul C et al. 1998). Inoltre, oltre ad aumentare le mutazioni 
somatiche che possono verificarsi con l'invecchiamento, l'esposizione diretta ad agenti 
genotossici quale benzene ed altri, potrebbe portare a danni più significativi, che 
favorirebbero la progressione verso l'espansione clonale e la MDS (Aul C et al. 1998). I 
meccanismi non genotossici suggeriti comprendono alterazione del microambiente del 
midollo osseo e la funzione immunitaria attraverso riduzione dei livelli delle 
immunoglobuline e di complemento (Aul C et al. 1998). 
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Radiazioni e chemioterapia sono altri tossici ben documentati per lo sviluppo di MDS 
(Muffi G et al. 2004; Catenacci D et al. 2005; Aul C et al. 1998 ). Specificamente per 
quanto riguarda i chemioterapici la SMD è stata associata al trattamento con inibitori della 
topoisomerasi II, antracicline e agenti alchilanti. LA SMD da esposizione ad inibitori della 
topoisomerasi II ed ad antracicline di solito ha un esordio precoce, entro 1-3 anni, e 
provoca alterazioni genetiche equilibrate, che in genere coinvolgono 11q23 (Leucemia 
Lineage Mista, gene MLL) (Pedersen-Bjergaard J et al. 1993), mentre l'esposizione a 
agenti alchilanti risultano in un esordio più tardivo, entro 5 -10 anni, con alterazioni 
cromosomiche sbilanciate, che spesso coinvolgono i cromosomi 5 e 7 (Rund D et al. 
2004; Pedersen-Bjergaard J et al. 1996) . 
Per quanto riguarda le radiazioni, gli studi epidemiologici di sopravvissuti alla bomba 
atomica hanno illustrato il collegamento tra precedente esposizione alle radiazioni e 
leucemia / sviluppo SMD, (Matsuo T et al. 1988) ed hanno caratterizzato l'importanza sia 
della dose di esposizione che della durata (Kadiaim M et al. 1994). Effetti specifici e 
anomalie cromosomiche, inoltre, sembrano essere simili a quelli osservati con 
l'esposizione ad agenti alchilanti (Moloney W et al. 1987). 
Con un'età media di 70 anni per i pazienti con recente diagnosi di MDS, l'importanza dell' 
invecchiamento nelle SMD è chiaro, ma il ruolo biologico svolto resta non del tutto chiarito 
(Aul C et al.2001). Si teorizza che l'invecchiamento in sé possa produrre un aumento 
delle mutazioni genetiche e che queste alterazioni si traducano in MDS. Confrontando il 
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midollo osseo di controlli normali con quello di pazienti più anziani è un approccio andare 
ad evidenziare potenziali analogie e differenze che potrebbero spiegare l'aumento 
dell'incidenza delle sindromi mielodisplastiche negli anziani. (Ogawa et al.) E' stato 
valutato il midollo di 100 controlli normali di varie età (Kitagana M et al. 1998) ed è stato 
trovato un incremento dell'apoptosi con decremento della cellularità nei pazienti di età 
avanzata (Ogawa, T et al. 2000) i cui livelli di apoptosi erano simili in grado a quelli di 
pazienti con sindromi mielodisplastiche. 
Altri studi descrivono nel quadro midollare delle SMD un' alterazione nell'espressione dei 
TNF-alfa recettori, il che porta ad un aumento dei tassi di apoptosi paragonabile a quello 
osservato nei midolli normali dei pazienti anziani. Mentre l'apoptosi è aumentata in 
entrambi i midolli, anziani e pazienti con MDS, le cause biologiche possono essere 
distinte. 
Un altro collegamento tra invecchiamento biologico, danni delle cellule staminali e tumori 
come le SMD, include lo studio dei telomeri e telomerasi. I telomeri sono ripetizioni in 
tandem semplici alle estremità dei cromosomi nelle cellule somatiche che si accorciano 
con l'età e si trovano ad essere ridotti in molti tipi di cancro. L'accorciamento è teorizzato 
come risultato di replicazione incompleta del DNA, che porta ad instabilità genomica, 
successive anomalie cromosomiche e le mutazioni, che influenzano la progressione della 
malattia, eventuale una volta che una certa soglia viene infranta. La telomerasi è l'enzima 
necessario per la replicazione dei telomeri, e sebbene non trovato nella maggior parte 
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delle cellule somatiche, è stato trovato oltre l'85% dei tumori primari ( Kim N et al. 1994 
). La telomerasi può non essere necessaria per l'inizio della malignità, ma l'attività 
telomerasica viene riscontrata in popolazioni cellulari con esigenze di rinnovo elevate 
come le cellule staminali ematopoietiche (Engelhardt M et al. 1997). Nelle SMD, studi che 
valutano i telomeri e l'attività della telomerasi mostrano una riduzione della correlazione 
tipica tra età e lunghezza dei telomeri: in particolare, diminuisce la lunghezza dei telomeri 
con l'aumento dell'età (Ohyashiki J et al. 1999). Ulteriori studi hanno trovato 
un'associazione tra telomeri accorciati e anomalie citogenetiche, dove progressivamente 
accorciando i telomeri si ha un peggioramento del gruppo di rischio IPSS (Ohyashiki J et 
al. 1999). L'attività della telomerasi è stata valutata anche in MDS: comunemente non si 
riscontrano alti livelli di attività. Il culmine di questi dati può suggerire che le cellule 
staminali ematopoietiche nei pazienti con sindromi mielodisplastiche hanno livelli di attività 
telomerasica insufficiente a ripristinare adeguatamente i telomeri cellulari alle loro 
lunghezze normali con conseguente maggiore instabilità genetica (Ohyashiki J et al. 
1999). 
 
2) Cause Genetiche . Guadagno o perdita di espressione genica: anomalie citogenetiche 
ed epigenetiche 
Quasi tutti i fattori di rischio che possiamo riconoscere a carico delle SMD, sia esso un 
danno con esposizione ambientale a tossici che lo stesso invecchiamento con 
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l'accorciamento dei telomeri, portano ad un danno genotossico con perdita o alterazione 
nell'espressione genica. 
Le alterazioni citogenetiche tradizionali sono valutate utilizzando tecniche di citogenetica 
convenzionale (CC), che richiedono per l'analisi cromosomi in metafase. Nuove tecniche, 
tra cui l'ibridazione genomica comparativa (CGH) e polimorfismi a singolo nucleotide 
(SNP) array, permettono di rilevare anche microscopiche delezioni di geni scoprendo così 
alterazioni genetiche più sottili che aiutano a rivelare ulteriori componenti della 
fisiopatologia delle SMD. Infine, va considerato il silenziamento genico epigenetico, che 
gioca un ruolo nella perdita o nel guadagno dell' espressione genica anche quando la 
sequenza di DNA è completamente intatta. Grazie all'utilizzo delle nuove tecniche: CGH e 
SNParray, si è riusciti ad identificare anomalie citogenetiche clonali nel 30-70% dei 
pazienti con sindrome mielodisplastica primaria e in oltre l'80% delle secondarie, al 
contrario con le metodiche di CC in circa la metà dei casi non è possibile evidenziare 
all'esordio alterazioni cariotipiche. 
La maggior parte delle anomalie cromosomiche nella SMD primarie comportano perdite 
sbilanciate: perdita di interi cromosomi o mutazioni puntiformi (Olney H et al. 2001; Hirai 
H et al. 2003). Di conseguenza, è facile capire come tali anomalie conducano alla perdita 
o inattivazione di una proteina essenziale quale un oncosoppressore; tuttavia, sforzi per 
identificare un singolo gene colpevole o cluster di geni, sono stati molto difficili nonchè 
infruttuosi. Sono state descritte numerose alterazioni cromosomiche caratteristiche, quali 
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le alterazioni a carico dei cromosomi 5, 7, 8, 11, 13, 17, 20 e Y, ma solo le delezioni del 
materiale genetico posizionato sul braccio corto del cro 17 e tra la banda 5q13 e 5q33 
caratterizzano situazioni associate ad un quadro clinico ben preciso: rispettivamente la 
sindrome del 17p meno e la sindrome del 5q meno (Nimer S et al. 2006; Jary L et al. 
1997), le quali hanno tipici risultati clinici e prognostici. 
I diversi difetti citogenetici possono venir suddivisi in due gruppi: a basso rischio 
(comprensivi delle del5q, del20q, perdita cro Y, sono caratterizzati da migliore risposta al 
trattamento) e ad alto rischio( comprensivi della perdita -5; -7; cariotipo complesso, 
caratterizzati da peggiore risposta al trattamento anche se aggressivo). Il che da una 
parte pesa sulla prognosi, tanto da venir considerati negli score prognostici, ma valida 
anche la teoria per cui l'accidente genetico sarebbe fondamentale per l'esordio della 
patologia. 
La variabilità della risposta al trattamento e il decorso della malattia, diversi a seconda dei 
difetti citogenetici di base, suggeriscono un diverso comportamento globale del clone 
mielodisplastico: effettivamente è stato visto che il gruppo a basso rischio è caratterizzato 
da un arresto della differenziazione ed uno stato pro-apoptotico globale e, viceversa, nel 
gruppo ad alto rischio si ha uno stato di vantaggio proliferativo dovuto ad un instabilità 
genomica o all'alterazione della via di espressione con conseguente silenziamento di un 
DNA repair o un oncosoppresore. 
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L'evidenza suggerisce quindi una correlazione tra anomalie citogenetiche e la gravità della 
malattia. Le differenze tra SMD a basso ed alto rischio sono riprese e considerate nelle 
classificazioni e negli algoritmi terapeutici. 
L'ibridazione genomica comparativa (CGH) è uno strumento utile che può scoprire 
squilibri genomici senza il requisito della metafase. Specificamente, permette di 
individuare variazioni nel numero dei cromosomi mediante tecniche di ibridazione tra 
cellule normali e tumorali (Paulsson K et al. 2006). Studi di confronto tra le informazioni 
ottenute attraverso CC, analisi FISH e CGH, hanno mostrato la capacità della CGH di 
fornire ulteriori informazioni sulle anomalie individuate dal CC e scoprire alterazioni 
genetiche sbilanciate non descritte da CC (Verdorfer I et al. 2001; Wilkens L et al. 1998). 
CGH, quindi, ci consente di aggiungere informazioni preziose a molti risultati citogenetici 
(Babicz M et al. 2005; wilkens L et al. 1999). 
L'identificazione di polimorfismi a singolo nucleotide (SNP)array sono utilizzati anche per 
aiutare a spiegare l' eterogeneità delle SMD. Questa tecnica ha portato a capire meglio la 
predisposizione genetica per queste malattie. I polimorfismi a singolo nucleotide sono la 
forma più comune di variazione genetica tra gli individui, e recenti relazioni hanno studiato 
la possibilità che siano polimorfismi genetici in geni necessari per la proliferazione e la 
differenziazione può giocare un ruolo nello sviluppo delle SMD. Gli studi con microarray 
suggeriscono anche per le forme non ereditarie l'esistenza di fattori predisponenti legati a 
polimorfismi. Ad es: specificamente, un polimorfismo in GLU785Lys nel recettore per il G-
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CSF è stato descritto e dimostrato determinante nel dare alterazioni nella risposta del 
fattore di crescita in pazienti ad alto rischio MDS suggerendo un potenziale ruolo in 
fisiopatologia MDS (Wolfler A et al. 2005). 
Oltre a queste alterazioni strutturali a carico del DNA, un altro meccanismo nella modifica 
dell'espressione genica è rappresentato dalle modifiche epigenetiche, che portano ad un 
aumento o perdita della funzione mediante il silenziamento dei geni. Le due modifiche 
epigenetiche meglio studiate sono la Metilazione del DNA e l' acetilazione degli istoni. 
Entrambe queste alterazioni genetiche possono influenzare l'impacchettamento della 
cromatina e creare un complesso DNA-istone che non può essere trascritto, risultando nel 
silenziamento del gene, nonostante questo non sia mutato. Sebbene qualsiasi gene può 
essere influenzato da questi fenomeni epigenetici, nell'oncogenesi la maggior parte dei 
geni implicati sono oncosoppressori, o geni deputati al controllo del ciclo cellulare, morte 
cellulare, crescita cellulare e differenziazione. Per esempio è noto come il silenziamento 
dell'espressione genica secondaria alla metilazione del DNA è responsabile di una varietà 
di funzioni fisiologiche normali, compresa l'inattivazione del cromosoma X, la facilitazione 
di imprinting DNA, e la protezione contro l'inserimento del DNA virale nel genoma 
(Robertson K et al. 2000). La DNA-metiltrasferasi è l' enzima chiave che metila le isole 
CpG nella regione dei promotori dei geni portando ad ipermetilazione e silenziamento del 
gene stesso ( Singal Ret al. 1999). Molti tumori sembrano avere un' ampia 
ipermetilazione regionale come gene aberrante, il che ha ispirato ricercatori ad esplorare il 
ruolo dell' ipermetilazione in fase di sviluppo e progressione tumorale. Un esempio del 
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ruolo dell'ipermetilazione nello sviluppo delle SMD è data da p15INK4B, noto 
oncosoppressore e regolatore del ciclo cellulare. La sua ipermetilazione è stata riscontrata 
fino al 50% dei pazienti con MDS, in particolare nelle SMD ad alto rischio, in cui 
l'incontrollata proliferazione preannuncia una prognosi peggiore per aumentata 
progressione a LMA (Herman J et al. 1997; Quesnel B 1998) Anche l'ipermetilazione del 
gene della calcitonina è stata descritta e può essere trovata nel 65% dei casi MDS. La 
sua presenza è comune a tutti i sottotipi morfologici e si trova anche nei pazienti con 
citogenetica normale(Dhodapkar M. Et al. 1995). Numerosi studi attualmente 
suggeriscono che l'ipermetilazione del gene calcitonina può essere indicatore importante 
di trasformazione da MDS AML(Wu s. Et al. 1998; Bai R. Et al. 1997; Li G. Et al. 1999). 
Anche altri geni quali E-Caderina HIC1 ed ER risultano ipermetilati nelle SMD (Aggerholm 
A. Et al. 2006). 
Allo stesso modo, alterazioni conformazionali del complesso istoni-DNA giocano un ruolo 
importante nel silenziamento genico anormale, visto in molti tumori. L' acetilazione di 
residui di lisina in posizione N-terminale di istoni fondamentali crea una struttura della 
cromatina aperta e facilmente trascrivibile, al contrario la deacetilazione crea una struttura 
della cromatina strettamente arrotolata e non trascrivibile (Marks P. Et al. 2001). L' 
acetilazione può anche alterare fattori di trascrizione (GATA-1), proteine nucleari di 
trasporto, proteine di trasduzione del segnale, enzimi di riparazione del DNA, proteine 
dello shock termico proteine, e numerose altre proteine cellulari, il che porta all' 
alterazione dell' espressione delle proteine pro-apoptotiche e di controllo del ciclo cellulare 
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(es. FAS / FAS ligando, Bcl2, p53, caspasi, Bax e p21WAF1/Cip1)(Morgan M. A. Et al. 
2006) con effetti cellulari multipli, tra cui l'arresto della crescita, blocco della 
differenziazione, preferenziale apoptosi delle cellule tumorali (Marks P. Et al. 2001; 
Johnstone R. W. Et al. 2003). 
 
3) Alterazioni nel Microambiente Midollare: apoptosi, citochine ed angiogenesi 
Il microambiente midollare è stato implicato nello sviluppo e nella progressione delle SMD 
con numerosi studi. Questi hanno dimostrato alterazioni possibili sia a carico dell' 
ambiente citochinico sia della microdensità vascolare che nei tassi di apoptosi. Queste 
alterazioni producono una maggiore apoptosi nelle prime fasi di malattia , progenitori 
CD34 + nelle prime fasi delle MDS e un'inversione relativa di questo rapporto in 
successive fasi di malattia. Come la SMD progredisce verso leucemia mieloide acuta, 
queste vie diventano fattori meno ben definiti e supplementari (Parker J. E. Et al. 2000; 
Parker J. E. Et al. 1998) . Ciascuno di questi processi può offrire numerosi obiettivi su cui 
si concentrano nuove terapie. 
Campioni di midollo osseo di pazienti con sindromi mielodisplastiche tradizionalmente 
rivelano un midollo ipercellulare in un contesto citochinico aumentato, come TNF-alfa e 
IFN-gamma, e persistenti citopenie periferiche. È interessante notare che i dati 
supportano sia un' aumentata che una diminuita apoptosi all'interno del midollo di pazienti 
con SMD, ma un'attenta analisi suggerisce che l' apoptosi aumentata sia più spesso 
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associata ad uno stadio precoce della Sindrome (AR, ARSA), mentre è diminuita negli 
stadi avanzati (RAEB2/AML) (Rajapaksa R. 1996; Parker J. E. Et al. 1998). La dinamica 
delle citochine offre una spiegazione per questi cicli di apoptosi alterata all'interno del cloni 
maligni: si ha infatti un incremento di TNF-alfa e IFN-gamma nel microambiente midollare 
(Sawanobori M et al. 2003; Kitagawa M. Et al. 1997; Stifter G. Et al. 2005). Il ruolo 
dell'incremento dei livelli di TNFalfa è stato ben studiato nel suo impegno nel promuovere 
l'apoptosi nelle SMD, in particolare nello stadio precoce della malattia ( Parker J. E. Et al. 
1998; Sawanobori M et al. 2003; Kitagawa M. Et al. 1997). TNF-alfa promuove l'apoptosi 
riconoscendo e legando direttamente i TNFR I e II (recettore del fattore di necrosi 
tumorale I e II) il quale attiva la via della morte cellulare programmata. Il recettore TNF 1 
riconosce nel suo versante citoplasmatico una proteina associata con un dominio di morte 
(TRADD), attraverso il quale lega la proteina associata a FAS, la quale anch'essa 
possiede un dominio di morte (FADD), attraverso cui si ha eventuale attivazione della 
cascata delle caspasi. TNF-alfa può anche interagire con TNFRII, che manca di un 
dominio di morte, ma interagisce direttamente con il fattore associato al recettore II-TNF 
(TRAF-2), determinando l'attivazione di NF-kB e JNK, promuovendo, infine, gli effetti 
anti-apoptotici (Sawanobori M et al. 2003; Hsu H. Et al. 1995; Hsu H. Et al. 1996 ). Il 
rapporto di questi recettori influisce sui tassi di apoptosi nelle SMD con un documentato 
aumento del TNFRI nelle sindromi a basso rischio ed un incremento del TNFRII nelle 
malattie ad alto rischio (Sawanobori M et al. 2003). Ciò dimostra ulteriormente la 
correlazione inversa tra tasso di apoptosi e potenziale di proliferazione e la progressione 
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della malattia. Raza et al. hanno suggerito che un aumento dei livelli di TNF-alfa hanno 
un duplice impatto sullo sviluppo delle SMD attraverso effetti contrari stimolanti ed inibitori: 
da una parte la stimolazione del progenitore primitivo cellulare, ottenendo l' ipercellularità 
classica delle SMD, dall'altra l'influenza apoptotica sulle cellule più mature, che correla 
con le citopenie periferiche (Raza A. Et al. 1996). 
L'eziologia di queste alterazioni dell'ambiente citochinico così come il capire da quali 
elementi cellulari abbiano avuto origine è una questione ancora insoluta (Flores-Figueroa 
E. Et al. 2002; Wetzler M. et al. 1995; Deeg H J et al 2000; Koike M. Et al. 1995). 
Oltre al TNF-alfa sono state riscontrate anomalie anche nelle vie mediate da FAS e bcl-2.  
FAS è un recettore transmembrana appartenente alla stessa superfamiglia del TNFR e la 
sua stimolazione segue un percorso simile a quello determinato dal TNF alfa verso l' 
apoptosi, che termina con la stimolazione a cascata delle caspasi e la degradazione di 
substrati "di morte" (Parker J. E. Et al. 1998). Anomalie nella via di segnalazione di FAS 
sono state implicate anche in altri stati insufficienza midollare quali l' anemia aplastica, 
nonché in altri tumori maligni. Studi specifici nelle SMD illustrano aumentata espressione 
FAS, con aumentata apoptosi nelle malattie a basso rischio e ridotta espressione FAS 
nelle malattie ad alto rischio. Curiosamente, sebbene sia stata documentato l'incremento 
dell' espressione di FAS, non è stata dimostrata una correlazione statisticamente 
significativa tra il grado di espressione di FAS e grado di apoptosi (Bouscary D. Et al. 
1997). Così, mentre l'incremento dell' apoptosi è una componente importante nella 
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fisiopatologia MDS ed è più rappresentata negli stadi iniziali di malattia, non si riesce a 
spiegare come ciò possa avvenire considerando una singola via e potrebbe coinvolgere la 
via di FAS mediante vie dirette ed indirette ( Parker J. E. Et al. 1998; Bouscary D. Et al. 
1997; Gersuk G M et al. 1996). Mentre le vie di segnalazione di TNF-alfa e FAS 
sostengono i maggior tassi di apoptosi nello stadio iniziale della malattia, per quanto 
riguarda la riduzione dei tassi di apoptosi, implicati nella progressione da MDS ad AML, è 
stato documentato il verificarsi di alterazioni a carico delle vie anti-apoptotiche bcl-2 e 
Bcl-x (Parker J. E. Et al. 1998). 
I cambiamenti nella microdensità vascolare sono ulteriori componenti dell'ambiente 
midollare identificati come contributo allo sviluppo ed al mantenimento del clone 
mielodisplastico (Estey E H et al 2004). In origine l'incremento nella neoangiogenesi era 
un filone di ricerca solo nei tumori solidi, poi è stato dimostrato giocare un ruolo anche 
nelle neoplasie ematologiche. Nei tumori solidi, la neoangiogenesi ha come fine il 
sostentamento della crescita tumorale, affinchè arrivi al tessuto neoplastico sangue e 
nutrienti. Nelle neoplasie ematologiche invece, il ruolo dell'angiogenesi non è ancora del 
tutto chiarito, ma sembrerebbe avere caratteristiche diverse nelle diverse neoplasie. 
L'incrementata angiogenesi potrebbe essere uno stimolo all'eccessiva produzione di 
citochine, o anche essere il risultato dell'eccessiva stimolazione da parte delle citochine. 
Infatti, nell'ambiente mielodisplastico, con eccesso citochinico, come precedentemente 
descritto, sono immesse citochine anche stimolanti l'angiogenesi. Infatti, oltre all'aumento 
del TNF-alfa e IFN-gamma nell'ambiente midollare , si osservano elevati livelli di VEGF 
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(fattore di crescita endotelio vascolare), bFGF (fattore di crescita dei fibroblasti), 
angiogenina, HGF (fattore di crescita epatico), EGF (fattore di crescita dell'epidermide), 
TGF-bet (fattore di crescita trasformante) nel plasma di questi pazienti. Questi dati 
laboratoristici, assieme all'evidenza diretta alle BOM dell'incremento della densità 
microvascolare, sostengono l'evidenza del ruolo della vascolarizzazione nello sviluppo 
delle SMD (Estey E H et al 2004; Aguayo A et al 2000; Zorat F et al 2001; Brunner B et 
al. 2002). Sia i livelli di VEGF plasmatici, che l'incremento della densità microvascolare 
correlano con l'avanzamento nella classe FAB (Wimazal F et al 2006; Pruneri G et al 
1999; Korkolopoulou P et al 2001) ed implica che l'incremento di VEGF potrebbe 
stimolare la progressione da SMD a LMA. 
 
4) Disregolazione dell'Ambiente Immunitario 
La disregolazione dell'immunità è stata implicata nello sviluppo di tutti i tipi di cancro, tra 
cui le SMD (Epperson D E et al 2001), ma evidenze dirette, che giustifichino questo ruolo 
anche nelle SMD, non sono ancora state trovate. L'uso con successo di terapie 
immunosoppressive (ad es: ciclosporina-a, globulina anti-timocita), il ruolo di potenziale 
cura svolto dal trapianto allogenico con cellule staminali, e i più recenti dati che 
dimostrano il miglioramento delle citopenie periferiche e l'eliminazione di anormalità 
citogenetiche tipiche in seguito all'uso di agenti immunomodulanti (ad es: tali e lena), 
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evidenziano il ruolo della disregolazione immunitaria nello sviluppo delle SMD. Sono 
coinvolte alterazioni a carico dei linfociti sia B che T. 
Studi hanno comprovato un attacco self da parte di cellule T nelle SMD. Specifici lavori in 
vitro, condotti da Smith et al. hanno dimostrato la presenza di cellule T autoreattive con 
attività inibitoria nei pazienti con SMD (Smith M A et al. 1991), a cui successivi studi in 
vivo hanno dimostrato il successo dell'uso di una terapia soppressiva contro le cellule t 
(globulina anti-timocita: ATG (Molldrem J J et al 1997) e ciclosporina-A (Josanova A et 
al 1998)). Studi hanno rilevato la presenza di un repertorio anormale di cellule-T in 
presenza di inibizione T-mediata delle colonie CFU-GM nel midollo di pazienti con SMD 
(Molldrem J J et al 1998), il che potrebbe spiegare il meccanismo di azione della 
globulina anti-timocita. Un ulteriore caratterizzazione delle cellule T nei pazienti con SMD 
dimostra un espansione clonale di queste ultime, caratterizzate da pattern (modelli) 
ricorrenti di ripetizione delle regioni V-Beta e J suggestive di una stimolazione antigenica 
cronica da antigene ignoto (Epperson D E et al 2001), mentre altri studi hanno 
identificato alti tassi di cellule-T citotossiche. In somma, questi rilievi indicano un ambiente 
immunitario attivato. 
Per quanto riguarda le cellule-B, sono state studiate nella genesi delle SMD anche 
irregolarità nella loro funzione, ciò è suggerito dai dati epidemiologici che mostrano un 
incremento delle patologie autoimmuni e delle complicanze immunomediate in questi 
pazienti, a livello clinico o sierologico, nel 10-12% dei pazienti, con una maggiore 
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prevalenza nei pazienti giovani, con SMD-secondaria o con anomalie citogenetiche 
(Marisavljevic D et al 2006; Billstrom R et al 1995). Come è stata notata l'inclinazione 
delle cellule-T alla clonalità, altri studi stanno provando ad indagare la stessa cosa nelle 
cellule-B. L'utilizzo della citogenetica come marker per risalire alla linea di appartenenza 
cellulare su progenitori e popolazioni di cellule mature ha portato a risultati discordanti. 
Utilizzando la trisomia del cromosoma 8 come tracciante, presente in campioni di cellule 
mielodisplastiche, il gruppo di Saitoh ha riscontrato al presenza della trisomia nei 
granulociti, monociti, eritroblasti, ma non nei linfociti di sangue midollare e periferico, siano 
essi B o T o NK. Analisi aggiuntive hanno ritrovato la trisomia 8 nelle CFU-GEMM, ma 
non nelle cellule staminali pluripotenti, indicando in tal modo, l'assenza della clonalità B, e 
un progenitore mieloide come clone neoplastico (Saitoh K et al 1998). Altri gruppi hanno 
dismostrato la presenza di specifiche anormalità citogenetiche in entrambe le linee: 
mieloide e linfoide ad indicare più di una cellula staminale pluripotente come origine. Nello 
specifico, il gruppo di White ha dimostrato la presenza della delezione -20q nelle linee di 
cellile linfoidi immortalizzate da EBV derivate da pazienti con SMD (White NJ et al 1994), 
mentre il gruppo d Nilsson ha ritrovato entrambe le alterazioni: del5q e +8 (Nilsson L et al 
2000; Nilsson L et al 2002). Studi condotti specificamente con la del5q hanno dimostrato 
la presenza della delezione nella maggior parte delle cellule staminali pluripotenti con 
entrambe le differenziazioni: mieloide e linfoide. Comunque, il tentativo di impiantare 
queste cellule progenitrici in topi con Immunodeficienza combinata grave (SCID: Severe 
Combined Immunodeficiency Disease), ha mostrato l'incapacità di queste cellula a 
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ricostituire l'emopoiesi, indicando in tal modo l'assenza del 5q nei progenitori più immaturi 
(Nilsson L et al 2000). Interessante notare come in caso siano presenti entrambe le 
alterazioni: +8 e -5q, era evidente che la +8 fosse un evento genetico secondario a 
carico delle cellule derivanti dai progenitori già con del5q (Nilsson L et al 2002), il che 
spiegava la discrepanza dei progenitori nei quali si ritrovano le due alterazioni. La ricerca 
finalizzata a documentare la potenziale clonalità delle cellule B coinvolte nella patogenesi 
delle MDS ha portato alla scoperta più profonda che le anomalie citogenetiche differenti 
possono provenire da diverse cellule , il che potrebbe avere ripercussioni notevoli sulle 
strategie di trattamento. 
 
5) Disregolazione del Ciclo Cellulare, Anomalie della Differenziazione ed Alterazione dei 
Fattori di Trascrizione  
Le anomalie nella differenziazione e nella crescita rappresentano i difetti morfologici 
dominanti delle SMD. Anche se sono state analizzate esaustivamente le vie di 
segnalazione intracellulare  
nel tentativo di definire i principali problemi di differenziazione, la migliore comprensione di 
questo problema è da ritrovare in studi del ciclo cellulare negli step fondamentali quali: la 
capacità della cellula di avviare una normale divisione cellulare, la velocità del ciclo 
cellulare, e la regolamentazione dei punti di controllo del ciclo cellulare. 
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La velocità del ciclo svolge un ruolo importante nel garantire l'omeostasi equilibrato tra 
auto mantenimento e l'espansione progenitore con l'invecchiamento naturale e la morte 
cellulare di ciascun tipo cellulare necessario per mantenere un adeguato apporto di 
sangue (Furukawa Y . 1997). I lavori su dettagli molecolari hanno mostrato nella 
discendenza specifici cambiamenti del ciclo cellulare necessari per la differenziazione 
normale: 
1. upregulazione di cdc2 e di ciclina A in linee eritroidi; 
2. induzione di iclina D1 e p15 in linee mieloidi  
3. upregulazioene selettiva di ciclina D3 e induzione di p21 nel differenziamento dei 
megacariociti (Furukawa Y et al 2000) 
Le alterazioni in una di queste normali vie di differenziazione porta ad arresti maturativi. 
Blocchi specifici nella differenziazione in SMD e LMA sono stati collegati ad anomalie 
quali l'attivazione costitutiva del CDK inibitore p16 con conseguente arresto in fase 
G0/G1 e successivo arresto della maturazione ( Furukawa Y et al 2000). Inoltre, 
cambiamenti specifici nel ciclo cellulare, come alterazioni dell' inibitore CDK e l' 
oncosoppressore p15INK4B , sono stati strettamente collegati alla proliferazione cellulare 
incontrollata che porta alla progressione da MDS a AML (Leone G et al 2002). La 
risultante alterazione nel ciclo cellulare nelle SMD rappresenta la via finale/l'espressione 
finale di molteplici alterazioni genetiche, epigenetiche, del microambiente, e a carico dei 
fattori di trascrizione. La famiglia di fattori di trascrizione GATA (GATA-1, 2 e 3) è stata 
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studiata per quanto riguarda le alterazioni che possono determinare lo sviluppo delle 
SMD. Normalmente, GATA-1 è implicata nel controllo delle cellule eritroidi, megacariociti, 
eosinofili, mast cellule, mentre GATA-2 è espresso in progenitori più immaturi , incluse le 
cellule staminali ematopoitiche (Shimizu R et al 2004). Anormalità o incremento nei livelli 
di GATA-1 sono già state descritte per incidere sulla regolazione del ciclo cellulare 
(Dubart A et al 1996), sulla proliferazione, differenziazione e sulla regolazione 
dell'apoptosi (Weiss MJ, Orkin SH 1995) di entrambi i tipi di progenitori: eritroidi e 
megacariociti. Studi mostrano come normalmente l'espressione di GATA-2 è aumentata 
nelle cellule staminali emopoietiche e la sua espressione inibisce la differenziazione 
terminale giocando più di un ruolo nella proliferazione e nella capacità di auto-
mantenimento delle cellule staminali (Briegel K et al 1993). Conseguentemente, squilibri 
di GATA-1 e 2 possono alterare la popolazione progenitrice contribuendo ad anomalità 
della differenziazione (McDevitt MA et al 1997), sviluppo SMD (Fadilah S A et al. 2002) 
e all'impostazione ad ulteriori alterazioni genetiche, che possono a loro volta, contribuire 
alla progressione in LMA (Shimizu R et al 2004). Comunque, data la complessità del 
controllo del ciclo cellulare nell' ematopoiesi, alterazioni di qualsiasi componente chiave 
potrebbe portare ad anomalie nella differenziazione e potenzialmente a MDS. 
WT1 
Il gene WT1, scoperto nel 1990 nel Tumore di Wilms, tumore renale pediatrico, è situato 
sul cromosoma 11p13.4. E' stato proposto come gene cancro-relato sulla base dell' 
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evidenza di delezioni intrageniche o mutazioni nelle cellule tumorali e di mutazioni di WT1 
in linee germinale di pazienti con predisposizione a sindromi leucemiche. 
L’ipotesi più accreditata è quella di una doppia funzione del gene WT1: oncosoppressore o 
oncogene, che si diversifica in base all’isoforma nei diversi tessuti, in cui è espresso. 
Elevati livelli di espressione di WT1 si rilevano in forme neoplastiche di diverse linee 
cellulari, per cui la detectazione dei livelli di mRNA con metodica PCR può avere un ruolo 
nella quantificazione della malattia minima residua. 
Inoltre, essendo WT1 espresso in un set limitato di tessuti normali (gonadi, rene, utero e 
mesotelio) ciò gli potrebbe conferire un ruolo di antigene tumore-associato, per cui è stato 
ipotizzato utilizzabile per la creazione di vaccini specifici dato il suo potenziale effetto 
immunogeno. 
Funzioni biologiche del gene WT1 
Sono state dimostrate diverse funzioni biologiche del gene WT1; tra queste ritroviamo la 
funzione di Fattore Trascrizionale come suggerito dalla presenza nella sua struttura di 
quattro domini zinc finger. WT1 è considerato un potente regolatore trascrizionale di geni 
per la crescita cellulare, il metabolismo, componenti della matrice extracellulare, fattori di 
crescita e altri fattori di trascrizione. La funzione di WT1 di repressore o attivatore della 
trascrizione può essere influenzata dal livello di espressione, dall'isoforma (principalmente 
+ KTS o - KTS), dalla posizione del sito trascrizionale iniziale in relazione al sito di 
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legame DNAWT1 e dal tipo di cellula in cui l'espressione avviene (Reddy J, 1995; Wang 
1995; Laity, 2000). Ad esempio studi in vitro su cellule umane leucemiche della linea 
K562 hanno mostrato che WT1 attiva il promotore di c-Myc e stimola la proliferazione 
cellulare inibendo l'apoptosi mediante interazioni con p53 e bcl2 con incremento dei livelli 
del suo promotore (Valk, 2004; Myiagi, 1993). E' stata indagata anche una sua funzione 
come oncosoppressorre date l'evidenze che mutazioni eterozigoti di WT1 sono associate a 
patologie congenite specifiche ed al Tumore di Wilms (nella forma sporadica della malattia 
ha bassa frequenza, 15% (Little, 1997). Come la maggior parte dei Tumori di Wilms 
esprime WT1 wild-type a livelli aumentati anche una varietà di altri tumori, sia ematologici 
che non-ematologici, presentano in pochi casi, la mutazione del gene WT1 e più 
frequentemente livelli iperespressione di WT1 Wild-tipe. Ancora non è noto se tale 
aumento contribuisca allo sviluppo della malattia o sia solo riflesso della ontogenesi 
tumorale. WT1 ha la capacità di indurre soppressione tumorale come dimostrato in linee 
cellulari leucemiche del topo (Smith, 2000; Fraizer, 2004). La sua espressione ectopica 
in linee cellulari renali induce una riduzione della formazione delle colonie, allo stesso 
modo in vitro la trasnfezione con l’isoforma –/KTS delle linee cellulari G401, altera la 
morfologia cellulare e riduce la crescita. Il meccanismo certo, col quale WT1 agisce come 
oncosoppressore non è noto, ma vari studi ci dimostrano che può essere esercitato 
attraverso l' alterazione dei segnali di apoptosi, come nell’espressione di WT1 in linee 
cellulari Hep2B e di osteosarcoma Saos-2 e U20S, dove determina l' aumento della 
stabilità e dell'emivita di p53 (Menke, 1997; Englert, 1995); oppure attraverso l'induzione 
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di geni proapoptotici come BAK (Morrison, 2005) o con la down-regolation di recettori di 
fattori di crescita come il EGFR (recettore del fattore di crescita epidermico) e il recettore 
dell'insulina, alterando l'equilibrio di segnali di sopravvivenza. 
Altra funzione sembra essere quella di oncogene come dimostrato da studi in vitro, nei 
quali è stato visto che WT1 può attivare il promotore di c-Myc e stimolare la proliferazione 
cellulare per questa via e, a seconda dei livelli di espressione e della linea cellulare, 
influenzare significativamente l’attivazione o la repressione del promotore di Bcl2. Studi 
clinici inoltre mostrano come i casi di leucemia acuta mieloblastica con Flt-3 ITD 
posseggano più alti livelli di WT1 e mutazioni di FLT3 sono associate alla proliferazione di 
cellule leucemiche e inibizione dell’apoptosi (Miwa, 1992; Menssen, 1995). 
L’interazione tra WT1 e p53 può avere una funzione regolatoria sui meccanismi apoptotici. 
Quando WT1 wild-type è coespresso con p53 in linee cellulari Saos-2 p53-null, vi è un 
aumento della stabilità e dell'emivita di p53 (Maheswaran, 1995) e di conseguenza, dopo 
irradiazione con UV, le cellule entrano in fase di arresto G1 del ciclo cellulare, ma non 
subiscono apoptosi p53-mediata, permettendo così alle cellule di tollerare un aumento dei 
livelli di p53 e di sfuggire alla morte cellulare UV-indotta. I livelli di p53 possono a loro 
volta influenzare l'attività di WT1. Idelman et al. (2003) hanno esaminato l'impatto di p53 
sulla capacità di WT1 di regolare il recettore 1 del fattore di crescita dell’insulina (IGF-1R). 
In questi esperimenti, l'espressione forzata dell’isoforma WT1 KTS (-) ha 
significativamente represso il promotore dell'IGF-1R, ma solo in cellule p53+ (linee 
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cellulari fibroblastiche Balb/c-3T3 e cellule HCT116+/+) e non nella loro controparti p53 
null. 
Alcune condizioni (presenza o assenza di una proteina ausiliaria) possono avere una 
funzione regolatoria. La proteina Par-4 (fattore prostatico di risposta all’apoptosi) 
interagisce con WT1 nell’indurre la morte cellulare ed appare silenziata nella LMA. In 
saggi di trasfezione in linee cellulari HEK293, Par-4 sopprime la capacità di WT1 di 
attivare l'espressione delle porzioni di DNA contenenti siti di legame WT1-collegati. Il ruolo 
di Par-4 nel sopprime l’attività di transattivazione di WT1 potrebbe essere isoforma-
dipendente, ma non ci sono studi che escludano un ruolo di p53. Altri meccanismi di 
regolazione della funzione di WT1 comprendono lo splicing alternativo, l’utilizzo di 
promotori alternativi e la modificazione post-trasduzionale di WT1 (Hossain, 2006). Infine, 
WT1 può essere fosforilato da PKA o C (Ye, 1996; Sakamoto, 1997). Queste modifiche 
bloccano la capacità di WT1 di legarsi a DNA e quindi alterano la trascrizione. La 
fosforilazione di WT1 comporta anche la ritenzione citoplasmatica e una compromessa 
traslocazione nucleare. 
 
Espressione di WT1 nell’emopoiesi fisiologica 
WT1 è una molecola di regolamentazione importante, coinvolta nella crescita e nello 
sviluppo cellulare con espressione tessuto-specifica. Nell’embrione in fase di sviluppo, 
l’espressione di WT1 si trova principalmente nel sistema urogenitale (Rivera, 2005) dove 
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l’espressione di isoforme diverse è determinante per l’organogenesi del sistema emuntorio 
e la differenziazione sessuale, mentre in tessuti adulti l’espressione di WT1 si trova nel 
sistema urogenitale, nel sistema nervoso centrale e nei tessuti coinvolti nella ematopoiesi, 
incluso midollo osseo e linfonodi (Menke, 1998). Nel midollo osseo umano normale WT1 
è espresso a livelli molto bassi nella popolazione di staminali CD34+, dove esercita un 
ruolo nel mantenere l'auto-rinnovamento delle cellule, comportandosi come un gene 
soppressore con funzione di arresto della crescita “stadio- Specifico”. I suoi livelli 
diminuiscono durante il processo di differenziazione come dimostrato in vitro su linee 
cellulari di leucemia umana HL60 e K562, mantenendo la quiescenza del progenitore 
indifferenziato e promuovendo la differenziazione delle cellule da esso derivate in uno 
stadio più avanzato di differenziazione. Nel topo (Nishida, 2006), l'espressione forzata di 
WT1 in cellule progenitrici ematopoietiche causa aumento della cellularità del midollo 
osseo e un aumento del numero di BFU-E, CFU-GM e CFU-GEMM; la produzione di 
cellule mature in tale saggio era normale, senza sviluppo spontaneo di leucemia; la 
trasformazione leucemica avveniva solo in caso di transfezione con un virus che 
trasportava AML1-ETO, a supporto di un prevalente ruolo regolatorio di WT1 volto a 
mantenere l'autorinnovamento delle cellule, mentre sarebbe necessaria una seconda 
alterazione molecolare per il successivo blocco della differenziazione, causando lo 
sviluppo della neoplasia. 
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Espressione di WT1 nell’emopoiesi displastica e leucemica 
Livelli di espressione di WT1 aumentati sono descritti nelle sindromi mielodisplastiche 
(Nishida, 2006; Ellisen, 1999; Svedberg, 2001), in molti casi di Leucemia acuta mieloide 
e linfoide, nella leucemia mieloide cronica(Haber, 1993; McMaster, 1995; Menke, 1997; 
Englert, 1995; Alberta, 2003), nonché in malattie ematologiche acquisite come 
l’emoglobinuria parossistica notturna (King-Underwood, 2005). Le prove di un ruolo 
oncosoppressivo sono piuttosto limitate, prevalendo quelle di una promozione nel 
processo neoplastico e leucemogeno. Numerosi studi in vitro dimostrano l’importanza 
biologica e clinica di WT1 nella sopravvivenza cellulare, la differenziazione e la 
proliferazione. 
 
Ruolo oncosoppressore 
King-Underwood et altri (2005) hanno dimostrato che il 10-15% dei casi di leucemie 
acute mieloblastiche esaminate presentano mutazioni prevalentemente puntiformi del gene 
WT1. Tuttavia, non era stata effettuata alcuna valutazione dei livelli di RNA WT1 o 
proteina WT1 nelle cellule contenenti mutazioni. Una gran parte dei pazienti affetti da LMA 
presentano livelli elevati di WT1 wild-type e solo alcuni livelli molto bassi di mRNA WT1 
(Valk, 2004). Tale dato potrebbe derivare da un meccanismo di soppressione della 
crescita da parte di WT1: quando l’isoforma WT1 KTS (TH) è espressa nella linea 
cellulare leucemica M1 WT1-negativa, si osserva diminuzione della leucemogenesi quando 
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tali cellule vengono iniettate nel topo immunocompromesso (Smith, 2000). Ciò è coerente 
con un ruolo oncosoppressivo di WT1 in alcune forme di leucemia mieloide acuta. 
 
Ruolo oncogenico 
WT1 è iperespresso nelle leucemie e presente diversi livelli di espressione all'interno delle 
diverse forme. 
Nella leucemia mieloide cronica, i livelli di WT1 sono generalmente bassi in fase cronica, 
con tendenza all’aumento in pazienti che evolvono nella fase accelerata e in crisi blastica 
(Miwa, 1992; Menssen, 1995). 
Un aumento dei livelli di WT1 si può trovare sia nella leucemia mieloblastica acuta (74%) 
che linfoblastica (66%) (Ostregaard, 2004; Brieger, 1994). 
Alti livelli di WT1 sono stati riscontrati anche in alcune forme di sindromi mielodisplastiche 
(MDS) (Tamaki, 1999) e in tali pazienti l’aumento dell’espressione WT1 è associata a più 
alte percentuali di blasti e che fanno presagire una progressione in AML (Barragan, 
2004). Elevati livelli di WT1 nella leucemia sono associati cattiva prognosi dopo il 
trattamento chemioterapico standard e livelli di WT1 in incremento hanno un significato 
prognostico in quanto associati con una scarsa risposta alla terapia (Tamaki, 1999; 
Chiusa, 2006). Nello studio di Bergman et al, i livelli di RNA WT1 correlavano con 
sopravvivenza libera da malattia o remissione clinica, in contrasto con osservazioni fatte 
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da Schmid nel 1997. Questa discrepanza può essere dovuta alle differenze nella 
metodologia di misurazione dell’RNA WT1 ed alle differenze nelle popolazioni di paziente 
trattati o nell'intensità dei regimi usati. Karakas et al. (2002) hanno dimostrato che vi è 
una associazione tra i livelli di WT1 e Bcl-2 in pazienti leucemici. E' conforme 
l'osservazione che WT1 può aumentare l'espressione di Bcl-2. In questo studio un’età 
inferiore a 60 anni nel trattamento con chemioterapia standard, l’alta espressione di WT1 
e l’alta espressione di Bcl-2 identificavano un gruppo di pazienti con riduzione significativa 
della sopravvivenza ed elevata percentuale di recidiva, confermando l’associazione di WT1 
con una prognosi negativa. WT1 è inoltre necessario per la sopravvivenza e 
differenziazione cellulare. Nella maggior parte dei casi la perdita di WT1 è stata associata 
alla diminuzione della crescita delle cellule leucemiche e l'induzione rapida di apoptosi 
(Yamagami, 1996). Un ruolo nella resistenza al trattamento è suggerito dall’ 
immortalizzazione conferita dall' iperespressione di WT1 in linee cellulari K562 esposte a 
farmaci chemioterapici (etoposide e doxorubicina) (Ito, 2006). In queste cellule, 
l’espressione di WT1 sopprime il gene pro-apoptotico Bak, con conseguente 
sopravvivenza cellulare. Tale meccanismo è isoforma-dipendente. In colture cellulari, è 
stato osservato che l'induzione della differenziazione delle diverse linee cellulari 
leucemiche (HL60, K562 e NB4) con l’aggiunta al terreno di coltura di DMSO, 12-O-
tetradecanoilforbolo- 13-acetato (TPA) e all-trans retinoico (ATRA), è associata ad una 
diminuzione dei livelli di WT1 (Deuel, 1995; Phelan, 1994). La relativa mancanza di 
sensibilità delle cellule leucemiche non promielocitiche al trattamento con acido retinoico 
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potrebbe essere correlato con repressione di RARalfa da parte di WT1.(Goodyer, 1995; 
Valk, 2004). In cellule U937, WT1 sembra giocare un ruolo nel bloccare differenziazione 
da ATRA o vitamina D3 dei monociti (Svedberg 1998). Al contrario, in cellule K562 
l’espressione forzata di WT1 non blocca la differentiatione TPA-indotta (Svedberg, 1999). 
Questa discrepanza è probabilmente dovuta a differenze geniche tra le due linee cellulari, 
enfatizzando l'effetto di WT1 sul comportamento linea-specifico. 
 
RPS14 
IL gene RPS14, codificante la proteina ribosomale S14, localizzato in posizione 5q31-q33, 
è stato scoperto quale determinante la sindrome 5q meno. 
S14 è la quarta di sei proteine ribosomiali ( Rps0, Rps3, Rps5, Rps14, Rps15 ed Rps29) 
( Melody G et al 2011), necessarie per la formazione efficace della subunità 40S 
ribosomiale (di cui è un componente) durante la genesi dei ribosomi, organelli deputati 
alla traduzione dell’ informazione da mRNA a filamento proteico, che si compongono di 4 
specie di RNA e circa 80 proteine, strutturalmente distinte. Ruolo di RPS14 è facilitare il 
processamento del pre-rRNA del 18S; in questo ha somiglianza funzionale con RPS19: 
entrambe facilitano questo procedimento. 
La diminuita espressione o l'alterata funzione di RPS14 risulta nell' accumulo del pre-RNA 
del30S con una concomitante diminuzione dei livelli di rRNA di 18S/18SE. 
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Specificamente viene ad essere aumentato il rapporto 30S/18SE . Ciò è stato dimostrato 
essere non una semplice conseguenza della morte cellulare, bensì conseguenza specifica 
del blocco RPS14, in quanto il difetto dell' eleborazione si verifica prima della comparsa 
dell'apoptosi, nonchè, anche inducendo farmacologicamente l' apoptosi, l'alterazione del 
rapporto non si verifica (Ebert L. Et al. 2008). 
Mutazioni germinali di RPS19 e di altre proteine associate ai ribosomi sono state collegate 
alla sindrome Diamond-Blackfan congenita, indicando che i ribosomi intatti sono 
fondamentali per la normale eritropoiesi. 
 
Ruolo nella Patogenesi mielodisplastica 
La scoperta del gene RPS14 ed il suo ruolo nella patogenesi mielodisplastica è stato 
capito con lo studio della sindrome 5q meno, un sottotipo di MDS, determinata dalla 
delezione interstiziale eterozigote isolata del braccio lungo del cromosoma 5, che si 
esprime sul piano clinico con anemia macrocitica, piastrinosi e possibile neutropenia(Ebert 
BL. Et al. 2009). 
L'esplorazione dei geni candidati all'interno della regione cancellata ha rivelato, in un 
modello murino di sindrome 5q-, il ruolo dell' RPS14 nell' apoptosi eritroide e nell' anemia 
macrocitica, definendo quest'ultima come dipendente da un meccanismo p53-
mediato(Barlow JL et al. 2010) (Ebert BL et al. 2008)(Kumar M et al. 2009). E' stato 
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studiato anche il ruolo dei micro-RNA (miRNA), piccoli RNA non codificanti, locati nella 
porzione deleta del gene ed è stato visto che la delezione del 5q31-33 risulta nella 
perdita di 2 miRNA: miR-145 e miR-146. Ne sono stati identificati anche i bersagli: TIRAP 
e TRAF6, due proteine della via dell' immunità innata. Studi, che hanno sfruttato la 
generazione di chimere di midollo osseo di topo, in cui sono ridotti solo i miR-145 e miR-
146, hanno fatto osservare la caratteristica dominanza della displasia megacariocitaria, 
piastrinosi, evoluzione clonale associate sia con l' insufficienza midollare, che con la 
leucemia mieloide acuta, senza osservazione di anemia macrocitica, suggerendo che sia il 
solo RPS14 a determinare il difetto eritroide.  
Queste evidenze sono state supportate non solo dagli studi appena citati, ma anche dall’ 
evidenza che, nei pazienti 5q- con livelli di espressione di RPS14 bassi alla diagnosi, si 
riesca ad indurne l’espressione grazie all’uso della lenalidomide, assistendo 
consensualmente all'incremento dei valori di emoglobina, confermando l’importanza di 
questo come determinante la sindrome. 
La relazione tra ridotta biogenesi ribosomiale e displasia eritroide non è ancora 
completamente nota. Un' ipotesi vuole che la ridotta attivazione ribosomiale non riesca a 
far fronte agli elevati livelli di produzione richiesti dalle cellule eritroidi per la sintesi delle 
catene globiniche. 
Un' ipotesi alternativa è che la presenza di componenti ribosomiali liberi, precisamente l' 
accumulo di 30S rRNA, a causa del fallimento della ribogenesi, determini un' up-
 58 
regulation di MDM2 e p53, come risposta allo stress subito dalla cellula, con conseguente 
apoptosi delle cellule progenitrici eritroidi (Narla A 2010) (Drynan LF et al. 2010). A 
sostegno di questa seconda ipotesi, va ricordato che gli studi effettuati da Barlow et al 
hanno dimostrato come l' anemia macrocitica della sindrome 5q-, sia mediata da una 
meccanismo p53-dipendente, con attivazione ed accumulo nucleare di p53, conseguente 
accumulo di p21 e blocco del ciclo cellulare. 
Essendo le sindromi da delezione 5q monoalleliche e non essendo state trovate mutazioni 
o silenziamento da ipermetilazione nell' allele mantenuto (Valencia A et al 2008), si è 
ipotizzato sia l'aploinsufficienza (condizione nella quale la quantità di proteina prodotta da 
una singola copia di gene non è sufficiente per assicurarne la normale funzione) del gene 
RPS14 a svolgere un ruolo importante nella patobiologia delle SMD (Valencia et al. 
2008). A sostegno del ruolo svolto dall' aploinsufficienza si pensi come l' aploinsufficienza 
di EGR1 può determinare il vantaggio proliferativo del clone (5q) (Joslin JM et al. 2007) 
e l' aploinsufficienza dei miRNA miR-145 e miR-146 può causare la caratteristica 
trombocitosi della sindrome 5q- ( Starczynowsky DT et al. 2010). 
L’aploinsufficienza del RPS14, determinando mielodisplasia per aumentata apoptosi, 
rientra nelle forme a basso rischio (quindi con un rischio minore di evoluzione in leucosi 
acuta). Ed effettivamente, la diminuzione dei livelli di RPS14 nei pazienti con SMD con 
anomalie del 5q , sembrano essere associati con una prognosi favorevole (Prall WC et al. 
2009). 
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Riduzioni nei livelli di espressione del gene RPS14 sono presenti anche in SMD non 5q- , 
ma l' esatto meccanismo, che lo determina non è noto, non presentando anomalie 
evidenti alle metodica di CC. Studi hanno evidenziato che quasi la metà dei soggetti affetti 
da MDS non presenta alterazioni cariotipiche evidenti, in presenza di una ipoespressione 
del gene. Si è ipotizzato fosse determinato da un alterazione epigenetica (metilazione), 
ma l' utilizzo dell’ ibridazione genomica comparativa ad alta risoluzione (aCGH high-
resolution array comparative genomic hybridization techniques ) ha permesso di vedere 
che il gene non mai risulta metilato (Valencia A et al 2008) 
 
 
 
 
La Terapia delle Sindromi Mielodisplastiche  
 
Nel 2002 la Società Italiana di Ematologia (SIE) pubblicò delle linee guida per il 
trattamento delle sindromi mielodisplastiche (MDS). Da allora nuovi trattamenti in grado di 
modificare il decorso della malattia sono stati introdotti nella pratica clinica portando alla 
necessità di un aggiornamento che è stato stilato nel 2010. Ad oggi, i farmaci approvati 
per il trattamento dei pazienti affetti da mielodisplasia comprendono i fattori di crescita 
emopoietici (eritropoietina e G-CSF), 5-azacitidina, decitabina, ATG, ciclosporina, 
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lenalidomide, deferasirox, e deferoxamina (Greenberg, 2010; Hellstr¨om-Lindberg, 2008). 
La terapia di chelazione con deferasirox e deferoxamina è indicata per ridurre il 
sovraccarico trasfusionale di ferro associato a disfunzione d'organo dovuta di anemia 
cronica legata alla trasfusione dipendenza per mobilitazione del ferro dai depositi di 
organo e secrezione di ferro urinaria (Metzgeroth, 2009). ATG, ciclosporina e 
lenalidomide presentano proprietà immunomodulatorie interagendo con i linfociti deregolati 
(alterato rapporto CD4/CD8 o repertorio del recettore TCR) osservati nelle MDS (Sloand, 
2005). Inoltre, ATG e lenalidomide causano cambiamenti nel microambiente midollare 
attraverso modificazione delle capacità antiangiogeniche ed antiproliferative delle reti di 
integrine e chemochine. In particolare, lenalidomide ha la proprietà di diretta di 
soppressione clonale in cloni mielodisplastici con delezione isolata del cromosoma 5q 
(List S, 2005; List A, 2006). 
Ai farmaci di uso più comune verrà successivamente dedicata una trattazione più ampia. 
Per questioni di concisione non verrà invece preso in esame il ruolo del trapianto di 
midollo osseo in questa categoria di pazienti e per la cui trattazione si rimanda alla 
letteratura corrente. 
Nuove terapie farmacologiche con eterogeneo approccio biologico e differenti meccanismi 
target (Anargyrou, 2010; Mufti, 2003; Faderl, 2004, Gore 2008) comprendono: 
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 farmaci che alterano l'interazione con segnali di sopravvivenza quali 
antiangiogenesi e inibitori recettore tirosina chinasi, inibitori della proteina chinasi 
C, inibitori di metalloproteasi di matrice, e inibitori della farnesil transferasi 
 farmaci con proprietà d’interazione con integrità genetica come immunoconiugati e 
antagonisti della P-glicoproteina. 
 agenti che incidono su meccanismi patogenetici epigenetici come gli istone-
deacetilasi inibitori (HDACi) come vorinostat (SAHA), valproico acido, entinostat 
(MS275/SDX275), o panobinostat che mostrano effetti pleiotropici sul ciclo 
cellulare, differenziazione e apoptosi (De Ruijter, 2003; Gore, 2008). 
 
ERITROPOIETINA E FATTORI DI CRESCITA 
Pazienti inclusi nella categoria terapeutica delle MDS a basso rischio IPSS con sviluppo di 
citopenie e/o trasfusione-dipendenti possono essere avviati a terapia con fattori di 
crescita. Questi includono eritropoietina e fattori stimolanti le colonie o G-CSF (filgrastim, 
Sargramostim, lenograstim e pegfilgrastim), da soli o in combinazione. Un certo numero di 
studi sono stati pubblicati sull'uso di ESA da sola, a varie cadenze temporali e dosi, o in 
combinazione con G-CSF o GM-CSF, in pazienti affetti da MDS, con risposte di circa 
40% in pazienti a basso rischio valutati con i criteri IWG (Cheeson 2006). Mentre nelle 
neoplasie solide esistono in letteratura dati contrastanti sull’effetto dell’uso di ESA sulla 
sopravvivenza libera da progressione (PFS) e la sopravvivenza globale (OS), in pazienti 
 62 
affetti da MDS e trattati con ESA, tale terapia ha conferito un significativo vantaggio di 
sopravvivenza rispetto ai pazienti non trattati. (Jadersten M, 2008; Park, 2008; 
Golshayan, 2007) Hellström-Lindberg et al. hanno effettuato uno studio per determinare i 
fattori predittivi di risposta al trattamento con fattori di crescita (ESA + G-CSF). I pazienti 
con bassa necessità trasfusionale (<2 unità di emazie concentrate al mese) e un basso 
livello di eritropoietina sierica al basale (inferiore a 500 UI) configuravano un gruppo con 
buona probabilità di risposta al trattamento con ESA (74% di possibilità di risposta) 
mentre quelli ad alta necessità di trasfusionale (≥ 2 unità di emazie concentrate al mese) 
e con alti livelli sierici di eritropoietina (> 500 UI) avevano una probabilità di risposta 
decisamente inferiore (7%). I pazienti con caratteristiche intermedie avevano 
coerentemente una probabilità intermedia (23%) di risposta (Hellström-Lindberg, 2003). 
Altri autori suggeriscono che pazienti affetti da MDS a basso rischio con caratteristiche 
cliniche predittive di buona risposta a ESA dovrebbero inizialmente essere trattati con 
ESA, prediligendo gli alti dosaggi, come confermato anche in uno studio retrospettivo 
condotto presso il nostro centro (Azzarà, 2011), mentre i pazienti con sindromi 
mielodisplastiche a basso rischio che rientrano nei gruppi predittivi di risposta intermedia o 
sfavorevole a ESA probabilmente dovrebbero essere trattati inizialmente con terapie 
alternative (Sekeres, 2007). 
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LENALIDOMIDE 
La lenalidomide e un farmaco immunomodulatore approvato dalla FDA per i pazienti con 
sindromi mielodisplastiche a basso rischio trasfusione-dipendenti e delezione interstiziale 
del braccio lungo del cromosoma 5 (del(5q). Lenalidomide e attiva in molte malattie 
ematologiche, anche se i suoi meccanismi d'azione restano almeno in parte sconosciuti. 
Alcuni studi molecolari hanno aiutato a far luce sui meccanismi di malattia e l’ attivita 
clinica di lenalidomide nelle MDS. Nella Sindrome con del(5q), lenalidomide sopprime il 
clone maligno, ma sembra favorire l'eritropoiesi anche in forme senza del(5q). Ebert et al. 
hanno esaminato i geni della 
regione 5q31-q35, implicando come causa di MDS con del (5q) l’aploinsufficienza del 
gene RPS14, anche se questo gene non e apparentemente target diretto di lenalidomide. 
Inoltre, i profili di espressione genica possono predire la risposta al farmaco nei pazienti 
con o senza del(5q), poichè i pazienti con profilo di ridotta espressione di geni eritroidi 
hanno maggiore probabilita di risposta eritroide. Nello studio iniziale (MDS-001) di 43 
pazienti transfusione-dipendenti per globuli rossi (RBC) affetti da MDS (che non 
presentavano neutropenia o trombocitopenia), la lenalidomide somministrata al dosaggio 
da 10 a 25 mg al giorno ha indotto risposte eritroidi nell’83% dei pazienti con del (5q), 
rispetto al 57% di quelli con cariotipo 
normale e il 12% di quelli con altri anomalie citogenetiche (List, 2005). Lo studio MDS-
003 ha arruolato 148 pazienti con MDS a basso rischio e 5q- Lenalidomide, alla 
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posologia di 10 mg al giorno, ha consentito di ottenere l'indipendenza trasfusionale (TI) al 
67% dei pazienti, con un tempo di risposta di circa 1 mese Inoltre, la risposta citogenetica 
completa si e verificata nel 45% dei pazienti (List, 2006). 
 
AGENTI DEMETILANTI 
Gli genti ipometilanti sono un gruppo di farmaci capaci di indurre ipometilazione transitoria 
del DNA, un meccanismo importante nel trattamento di svariate patologie, tra le quali 
anche le sindromi mielodisplastiche (MDS). I due agenti ipometilanti approvati da FDA ed 
EMA per il trattamento delle MDS sono azacitidina (5-azacitidina, AZA) e decitabina, con 
evidenze scientifiche che suggeriscono un vantaggio di sopravvivenza e sopravvivenza 
libera da progressione quando utilizzati fino a progressione o intolleranza. 
 
AZACITIDINA 
L’Azacitidina è un analogo nucleosidico con una struttura contente ribosio che è 
incorporata nell’RNA e richiede l'attività della ribonucleotide reduttasi per essere 
incorporata anche nel DNA. L'azacitidina viene fosforilata nella sua forma attiva in 
azacitidina trifosfato ed entra nelle cellule utilizzando i trasportatori di nucleosidi hENT1 e 
hENT2, ma, a differenza del nucleoside analogo decitabina, non richiede la deossicitidina-
chinasi per la fosforilazione. L’Uridina-citidina chinasi fosforila l’Azacitidina nella sua forma 
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attiva. Poiché l’ipermetilazione dei promotori di alcuni oncosoppressori è un meccanismo 
prevalente nelle MDS e AML secondarie, si ipotizza che l'ipometilazione del DNA indotto 
dall’AZA possa causare la riattivazione dei geni silenziati, ripristinando la loro funzione 
oncosoppressiva e reinducendo pertanto il differenziamento cellulare (Issa, 2005). 
L'utilizzo della 5-azacitidina (AZA) nei pazienti affetti da MDS ad alto rischio è stata 
approvato sulla base dello studio CALGB (Cancer and Leukemia Group B) 9221, un trial 
randomizzato di confronto tra AZA e terapia di supporto che ha arruolato 191 pazienti 
affetti da MDS a rischio intermedio-alto ed alto e pazienti a basso rischio o intermedio 
resistenti alla terapia con fattori di crescita o con complicanze legate alle concomitanti 
citopenie (Silverman, 2002). 
La classica modalità di somministrazione prevede 75 mg/m2 di 5-azacitidina per via 
sottocutanea per 7 giorni consecutivi, ogni 4 settimane. I risultati hanno mostrato la 
superiorità di AZA rispetto alla Best Support Care (BSC) in termini di qualità della vita, 
ridotta necessità trasfusionale, e tempo di progressione in leucemia mieloide acuta (AML) 
o di morte per i pazienti a rischio più elevato (21 mesi per AZA vs 12 mesi per il BSC). La 
trasformazione precoce in leucemia mieloide acuta (entro 6 mesi) si è verificata solo nel 
3% dei pazienti, contro il 24% di quelli trattari con BSC. La Remissione Completa (CR) si 
è verificata nel 10% dei pazienti trattati con AZA, e la risposta globale (comprendendo il 
miglioramento ematologico) si è verificata nel 47% secondo i criteri IWG (International 
Working Group) 2000 (Cheson 2000). Nel trial CALGB non è stato dimostrato tuttavia 
un vantaggio di sopravvivenza. Un secondo studio randomizzato, AZA-001, è stato 
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condotto proprio per valutare l'impatto del trattamento con Azacitidina sulla sopravvivenza 
globale (OS). In questo studio, i pazienti trattati con AZA hanno presentato significativa 
migliore OS, con OS mediana di 24 mesi vs 15 mesi per i casi trattati secondo modalità 
“convenzionali” (p<0.0001). A 2 anni, 51% dei pazienti trattati con AZA erano vivi, 
rispetto al solo 26% di quelli trattati con terapia di supporto o basse dosi di Ara-C. Il tasso 
di CR in AZA-001 era del 17%, con un tasso di risposta globale del 49%, simile a ai dati 
del CALGB. La significativa migliore OS era indipendente dalle caratteristiche cliniche e 
prognostiche (età, sesso, performance status, sottotipo FAB e WHO, categoria di 
rischio, citogenetica, blasti midollari e IPSS). Per i pazienti randomizzati ad AZA rispetto a 
BSC, l’OS mediana è stata di 21.1 mesi versus 11,5 mesi, rispettivamente (p<0,0045). 
Per i pazienti randomizzati a AZA rispetto a citosina arabinoside a basso dosaggio, la 
sopravvivenza è stata di 24,5 mesi versus 15,3 mesi (p<0,0006). Per i pazienti 
randomizzati ad AZA rispetto alla chemioterapia intensiva, tuttavia, il confronto sulla 
sopravvivenza non ha mostrato alcun beneficio, anche se sembra esserci una tendenza 
favorevole per AZA (24,5 mesi rispetto a 15,7 mesi). La dimensione del campione 
inferiore in questo gruppo ha tuttavia limitato il potere dell'analisi statistica. Sebbene il 
tasso di CR fosse piuttosto basso negli studi CALGB e AZA-00, l’ottenimento di una 
risposta, anche soltanto della risposta parziale o dell'hematological improvement era 
associato ad un miglioramento della sopravvivenza. Per quanto concerne la safety del 
trattamento con AZA, la posologia di 75 mg/m2 per via sottocutanea per 7 giorni, ogni 4 
settimane, è risultata appropriata: l'86% dei pazienti non ha avuto necessità di alcuna 
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riduzione della dose e l’80% dei cicli è stato effettuato con un intervallo di 4 o 5 
settimane, senza l’aggiunta di fattore di crescita granulocitario a scopo profilattico (Fenax, 
2009). I pazienti trattati con AZA non avevano tassi di infezione o sanguinamento 
differenti rispetto di gruppi di terapia convenzionale o all'osservazione (Santini, 2010). 
Anche il gruppo pazienti anziani di età superiore a 75 anni hanno avuto un beneficio sulla 
sopravvivenza, con una buona tollerabilità (Seymour, 2010). 
Anche se modalità alternative di somministrazioni hanno consentito di ottenere tassi di 
risposta paragonabili alla schedula “classica”, nessuna di esse ha portato ad un aumento 
della sopravvivenza (Lyons, 2009). Uno studio retrospettivo basato sul registro spagnolo 
ha confermato un tasso di migliori risposte nella schedula alla posologia di 75 mg/m2 per 
via sottocutanea per 7 giorni consecutivi rispetto alle schedule alla stessa posologia con 
cadenza 5 giorni/ week-end off/2 giorni (5/2/2) e 5 giorni consecutivi. 
Per i pazienti responsivi dello studio AZA-001, il numero mediano di cicli per l’ottenimento 
della migliore risposta era quattro, il numero mediano di cicli per l’ottenimento della prima 
risposta era due, e quasi il 90% dei pazienti ha risposto entro il sesto ciclo (Silveman, 
2008) con il 48% dei pazienti che ha beneficiato della prosecuzione del trattamento 
anche oltre il sesto ciclo (addirittura il 14% ha avuto un HI entro il nono ciclo). 
Tossicità ematologiche sono comuni ad entrambi gli agenti ipometilanti. Infezioni si sono 
verificate in circa il 50% dei pazienti trattati con AZA verso il 41% nel gruppo BSC, con 
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60% di trombocitopenia e/o neutropenia di grado 3/4. La tossicità ematologica è 
risultata più frequente nei primi due cicli di terapia. 
 
DECITABINA 
La decitabina è stata sviluppata già nel 1964 ed il suo profilo di attività è stato esplorato 
prima nelle leucosi acute e successivamente anche nelle MDS. Lo studio randomizzato di 
fase III di registrazione per tutti i sottotipi di MDS (decitabina 15 mg/m2 ogni 8 ore per 3 
giorni, con cicli ripetuti ogni 6 settimane), ha mostrato un tasso di risposta globale del 
30% (risposte complete 9%, risposte parziali 8%, miglioramento ematologico 13%). Come 
con 5-azacitidina, le tossicità principali sono state ematologiche. A differenza 
dell’Azacitidina, non c'era un significativo vantaggio sulla LFS (ritardo di trasformazione in 
leucemia mieloide acuta), così come sulla 
sopravvivenza. Poiché i due i farmaci sono considerati dalla maggior parte di essere 
clinicamente equivalenti e biologicamente simili, questa differenza è stata attribuita alle 
differenze nella selezione dei pazienti arruolati per ogni studio (con più pazienti con MDS 
presto nello studio decitabina) e ad uno numero inadeguato di cicli di decitabina (con un 
mediana di 2). Un più recente studio randomizzato di fase III (EORTC 06.011) ha 
confrontato il trattamento con decitabina rispetto a BSC: non vi era alcun vantaggio 
nell’OS, anche se una migliore sopravvivenza libera da progressione era stata osservata 
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nel braccio decitabina (OS mediana: 10,1 mesi per decitabina rispetto a 8,5 mesi per 
BSC). Il tasso di risposta globale decitabina era del 34% (Steensma, 2009 Ref. a). Per 
la decitabina, per apparente maggiore efficacia e praticità la schedula di somministrazione 
di 20 mg/m2 ev per 5 giorni ogni 4 settimane appare il regime ottimale. Nello studio 
ADOPT, il 68% dei cicli sono state somministrati correttamente 
secondo la schedula; l'82% dei pazienti ha dimostrato una prima risposta entro la fine del 
ciclo 2 (Steensma, 2009 Ref. b) 
Uno studio comparativo di AZA versus decitabina è stato recentemente aperto (http:// 
www.ClinicalTrials.gov; identificativo: NCT01011283) avendo come endponit primario la 
risposta precoce a 6 mesi ma non l’OS i cui risultati potranno chiarire la superiorità di un 
regime rispetto all’alto. 
 
NUOVI AGENTI NEL TRATTAMENTO DELLE MIEOLODISPLASIE E TERAPIE DI 
ASSOCIAZIONE: ESPERIENZE PUBBLICATE E STUDI IN CORSO 
Dato il fallimento complessivo della chemioterapia citotossica nel raggiungimento di una 
cura in MDS e AML secondarie, l'applicazione di regimi meno tossici con agenti con target 
biologici può essere un approccio promettente per il trattamento. Si spera che lo studio 
delle alterazioni epigenetiche nei disordini clonali delle cellule staminali porti 
all’identificazione di geni silenziati la cui riattivazione possa arginare la progressione 
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clinica di malattia. Terapie di combinazione con inibitori della DNA Metil-transferasi 
(DNMT), utilizzando regimi di dosaggio ottimali per concentrarsi sulla inversione della 
metilazione (dosi più basse per lunghi periodi di tempo) piuttosto che su un effetto 
citotossico diretto, sembrano promettenti. Attualmente l’interesse clinico e focalizzato sulla 
combinazione con inibitori delle Istone Deacetilasi (HDAC), composti per i quali la terapia 
di combinazione ha una logica biologica. Agenti con altri bersagli terapeutici possono 
rappresentare ulteriori opportunità da esplorare in combinazioni con inibitori 
delle DNMT. 
 
NUOVI AGENTI TERAPEUTICI 
 
HDAC inibitori 
Gli HDAC inibitori hanno un impatto sulla conformazione della cromatina modificando il 
pattern di acetilazione dei residui di lisina negli istoni. Tuttavia, gli inibitori HDAC gravano 
su molti altri aspetti della fisiologia cellulare, compresa l'induzione di specie reattive 
dell'ossigeno, inibizione delle proteine del chaperone, alterazione dei percorsi dei recettori 
di morte e alterazioni del pathway di NfκB (Rosato et al, 2001). Studi di fase precoce su 
inibitori HDAC nelle neoplasie mieloidi e nelle MDS suggeriscono che una modesta attivita 
degli HDAC quando somministrati come singolo agente (Gore 2001; Gojo, 2007). L'FDA 
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ha approvato il vorinostat (SAHA) per l'uso in oncologia in pazienti con linfoma cutaneo a 
cellule T con malattia progressiva, persistente o ricorrente dopo due linee di terapia 
sistemica. La dose massima tollerata di vorinostat e stata valutata di recente in uno studio 
non randomizzato di fase I in 41 pazienti con leucemia o sindrome mielodisplastica. La 
massima dose tollerata di vorinostat era di 200 mg 2 volte al giorno o 250 mg 3 volte al 
giorno per 14 giorni seguito da 1 settimana di pausa. Sette pazienti hanno avuto una 
risposta ematologica o miglioramento. Mentre vorinostat inibisce HDAC di classe I e II, le 
benzammidi SNDX-275 (ex MS-275) e MGCD0103 hanno come particolare destinazione 
gli HDAC di classe di I. 
Anche se non e chiaro se la specificita di classe degli HDAC e particolarmente 
auspicabile, i farmaci specifici per la classe I non comportano acetilazione di HSP90. 
Teoricamente, farmaci classe I-specifici potrebbero influenzare i cambiamenti epigenetici 
senza incidere sulle proteine citoplasmatiche e potrebbero quindi essere meno tossici. 
Lancet et al. nel 2007 hanno valutato in un studio di fase I l’uso di MGCD0103 due volte 
alla settimana (40-83 mg/m2 al giorno) in 19 pazienti con MDS o leucemia che hanno 
ricevuto da 1 a 6 cicli di trattamento, con malattia stabile in 4 pazienti ed inibizione 
significativa dell’attivita di HDAC totale nella maggior parte dei 
pazienti. SNDX-275 e stato somministrato settimanalmente per 4 dosi in uno studio di 
fase I in AML e ha dimostrato un miglioramento modesto della conta dei globuli bianchi in 
pochi pazienti (Gojo, 2007). 
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L'acido valproico (VPA), noto anticonvulsivante, e un inibitore delle HDAC che e stato di 
recente valutato per il suo uso nella gestione di MDS. In uno studio clinico che ha valutato 
VPA in monoterapia, i tassi di risposta variavano dal 16% al 44%. I pazienti affetti da 
MDS a basso rischio hanno avuto un tasso di risposta significativamente piu alto rispetto 
alla monoterapia con Acido Valproico degli altri gruppi di rischio (basso rischio = 70%, 
rischio intermedio-1 = 24%, rischio intermedio-2 = 11%, e ad alto rischio = 
18%)(Kuendgen, 2004; 2005; 2006). 
 
Inibitori della farnesil transferasi 
La Farnesil-transferasi (Ftase) e un enzima chiave nella regolazione della crescita delle 
cellule del cancro ed e coinvolto in processi di segnalazione cellulare, proliferazione e 
differenziazione. 
Esso catalizza il trasferimento di una porzione farnesil terminale al residuo di cistina di 
una proteina substrato. Gli inibitori della farnesil si indirizzano selettivamente sulla Ftase 
intercellulare, ma inibiscono una moltitudine di percorsi, che coinvolgono l’angiogenesi, 
l’adesione cellulare, la mitosi e infine la sopravvivenza cellulare. I due inibitori della 
farnesil-trasferasi attualmente in fase di sviluppo sono tipifarnib e lonafarnib. La maggior 
parte delle linee cellulari tumorali sono sensibili a tipifarnib, che sopprime l'attivita RAS 
causando una diminuzione di espressione e secrezione del fattore di crescita vascolare 
endoteliale (VEGF). 
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Kurzrock et al. (2004), in uno studio di fase II, hanno valutato l’uso di tipifarnib alla 
posologia di 600 mg bid per 4 settimane, seguiti da 2 settimane di riposo, in 28 pazienti 
con MDS. Solo tre pazienti hanno risposto al trattamento, (2 CR + 1 PR). Fenaux et al. 
(2007), in uno studio multicentrico di fase II hanno valutato tipifarnib alla posologia di 
300 mg bid per via orale per 21 giorni per ogni ciclo in 82 pazienti con MDS a rischio 
intermedio o alto. In 12 pazienti si e ottenuta una CR (14,6%) dopo una media di 4 
settimane con durata di 12,5 mesi. Quattordici (17,1%) hanno raggiunto una HI per più di 
2 mesi. La sopravvivenza generale mediana e stata 11.7 mesi. Anche se questi tassi di 
risposta possono sembrare deludenti, il tasso di CR e paragonabile a quella di azacitidina 
in un analoga popolazione di pazienti. 
 
Etanercept 
Etanercept e una proteina di fusione solubile che blocca il fattore di necrosi tumorale alfa 
(TNF-α). Nei pazienti affetti da MDS si osservano aumentati livelli di TNF-alfa e Fas- 
Ligando che sono associati con l'apoptosi accentuata. In uno studio pilota, Deeg et al. 
hanno valutato etanercept (25 mg per via sottocutanea due volte a settimana per 16 
settimane) in pazienti con sindromi mielodisplastiche. Dei 12 pazienti che sono stati 
considerati valutabili, 3 hanno avuto una risposta emoglobinica (aumento di emoglobina di 
1 a 1,5 g/d) e 1 diminuzione della necessita di trasfusioni. Inoltre, in 2 pazienti era 
aumentata la conta dei neutrofili e in 2 era aumentata la conta piastrinica. Lo studio ha 
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concluso che dato il limitato miglioramento osservato rispetto alle citopenie, il TNF-α e 
direttamente responsabile solo di una porzione della 
disregolazione dell’emopoiesi osservabile nei pazienti affetti da MDS. 
 
TLK199 
TLK199 e un analogo del glutatione che si lega alla glutatione-S-transferasi (GST) P1-1, 
dissociandola da Jun-chinasi (JNK) con conseguente diminuzione dell’attivita chinasica. 
L’attivazione di JNK causa la crescita cellulare e la maturazione con conseguente 
significativa attivita mielostimolante in colture cellulari midollari. In uno studio di fase II, 
Raza et al. (2005) hanno valutato la risposta ematologica di 52 pazienti con MDS 
refrattari a TLK199 (600 mg/m2 al giorno somministrato per via endovenosa per 5 giorni 
ogni 3 settimane). Trentadue pazienti (82%) hanno mostrato un HI ed una ridotta 
necessita di trasfusioni di globuli rossi e piastrine. Questo studio ha concluso che TLK199 
e sicuro, ben tollerato, e attivo nel trattamento di MDS. 
 
Sapacitabina 
Sapacitabina e un analogo nucleosidico orale che induce arresto del ciclo cellulare in fase 
G2. Uno studio di fase I, in 29 pazienti con leucemia o sindrome mielodisplastica ha 
stabilito la dose raccomandata (325 mg due volte al giorno per 7 giorni ogni 21 giorni) 
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con tossicità dose-limitante osservata di tipo gastrointestinale. Inoltre, 7 pazienti (5 AML e 
MDS 2) hanno avuto una risposta clinica sulla percentuale dei blasti midollari, di cui 1 
paziente con MDS un CR (Plunkett, 2007). 
TERAPIA DI COMBINAZIONE: ESPERIENZE PUBBLICATE E STUDI IN CORSO 
L'obiettivo della combinazione di farmaci nella gestione di MDS e quello di aumentare i 
tassi di risposta, prolungare la durata della risposta e ridurre le tossicità associate al 
trattamento. Tradizionalmente, gli agenti farmacologici vengono combinati in base 
all'assenza di sovrapposizioni o di tossicità sinergiche che porta a combinazioni empiriche. 
Un approccio più intelligente e la combinazione sulla base di fattori molecolari convergenti 
o meccanismi complementari con prove di sinergia in vitro o in vivo. Molte delle 
combinazioni utilizzano Azacitidina sulla base dei promettenti risultati osservati in termini 
di sopravvivenza globale da Fenaux et al. (2007). 
 
Inibitori della DNA metiltransferasi più inibitori delle HDAC 
Numerosi inibitori HDAC sono oggetto di studio in combinazione con DNAmetiltransferasi- 
inibitori (DNMT) per il trattamento delle MDS. L'uso sequenziale di DNMT e HDAC 
inibitori porta alla riattivazione sinergica dell’espressione genica (Herman, 2003), potendo 
produrre un’inversione di marcatori epigenetici che si pensa provochi riattivazione di geni 
antitumorali soppressi (Garcia-Manero, 2006). 
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Decitabina/VPA 
Garcia-Manero et al. hanno valutato la combinazione di decitabina con VPA in 54 pazienti 
con leucemia avanzata in uno studio di fase I/II. Dei 54 pazienti trattati, 10 avevano una 
diagnosi di MDS. Il regime terapeutico era costituito da decitabina 15mg/m2 IV giorno per 
10 giorni in concomitanza con dosi crescenti di VPA in piu di 10 giorni. Dei 10 pazienti 
affetti da SMD, 5 hanno avuto una risposta (4 CR, 1 PR). Inoltre e stata rilevata la 
riattivazione di p15 in quantita proporzionali alla demetilazione del gene (Thatikonda, 
2007). 
 
Azacitidina/SNDX-275 
Un studio di fase I, in cui erano inclusi 31 pazienti, ha valutato la combinazione di 
azacitidina e SNDX-275 (precedentemente MS-275). Avevano diagnosi di MDS 13 
pazienti, 4 di leucemia mielomonocitica cronica (LMMC), e 14 di leucemia mieloide acuta. 
Hanno ricevuto azacitidina alla posologia di 30, 40, o 50 mg/m2/die per via 
sottocutanea per 10 giorni e MS-275 2,4,6 o 8 mg /m2 nei giorni 3 e 10 in cicli di 28 
giorni. Dodici dei 27 pazienti (7 MDS, 1 LMMC,e 4 AML) hanno risposto con 2 CR, 4 PR, 
e 6 HI. Questo studio ha concluso che l'azacitidina piu MS-275 e clinicamente tollerato e 
ha mostrato remissioni citogenetiche positive (Gore, 2006) 
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Decitabina/Vorinostat 
Ravandi et al. (2007) hanno condotto uno studio di fase I con somministrazione 
sequenziale di decitabina e vorinostat in 31 pazienti affetti da leucemia recidivante e 
refrattaria (5 pazienti affetti da SMD progredita fino a AML). Cinque gruppi di coorte 
composto da 6 pazienti hanno ricevuto ognuno dosi crescenti di decitabina (10, 10, 15, 
20 e 25 mg/m2 per via endovenosa al giorno x 5 giorni). Dei 30 pazienti, uno aveva 
una CR di duratura 5,5 settimane, 4 avevano una significativa riduzione blasti nel midollo 
osseo, 4 avevano una malattia stabile, 14 non avevano risposto o presentavano 
progressione della malattia, e 7 erano ancora in fase di valutazione. Questi primi risultati 
suggeriscono che decitabina piu vorinostat e sicuro e ha dimostrato una certa efficacia nel 
trattamento di leucemie ricadute/refrattarie. In aggiunta, alla 
combinazione di decitabina o vorinostat con azacitidina e stato efficace in 3 pazienti 
anziani con leucemia mieloide acuta secondaria dopo una diagnosi iniziale di MDS. Dopo 
almeno 6 mesi di combinazione tutti e 3 i pazienti non presentavano progressione di 
malattia (Thatikonda, 2007). 
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Azacitidina/MGCD0103 
MGCD0103 e un inibitore HDAC selettivo che ha mostrato risultati promettenti come 
agente singolo nel trattamento di pazienti con diagnosi di MDS e AML recidiva/refrattaria. 
Uno studio di fase I/II ha valutato MGCD0103 (a dosaggi incrementali tra i 35 ei 135 mg 
3 volte a settimana) ed azacitidina (SC 75 mg/m2 una volta al giorno x 7 giorni di un 
ciclo di 28 giorni) in 37 pazienti. Per la tossicità doselimitante il dosaggio di MGCD0103 
e stato fissato a 90 mg. La risposta clinica e stata osservata in 11 pazienti (30%), con 4 
CR, 5 CR-I, e 2 PR (Garcia-Manero, 2007) 
 
Azacitidina/Adido Valproico 
Leone et al. hanno condotto uno studio multicentrico di fase II sulla combinazione di 5- 
azacitidina (5-AZA) e acido valproico (VPA) in 62 pazienti affetti da SMD ad alto rischio 
con IPSS intermedio-2 (42 pazienti) o alto (20 pazienti). VPA e stato somministrato fino 
al raggiungimento di una concentrazione plasmatica di > 50 ug/ml, quindi 5-AZA e stata 
aggiunta alla schedula terapeutica in somministrazione s.c. alla posologia di 75 mg/m2 
per 7 giorni in otto cicli mensili. La sopravvivenza generale mediana e stata 14.4 mesi. Ad 
un follow-up mediano di 12 mesi (range 0,7-21,0), 20 pazienti presentavano 
progressione della malattia con il 21% incidenza cumulativa di progressione. Dei 26 
pazienti che hanno completato otto cicli, il 30,7% ha ottenuto remissione completa o 
parziale, il 15,4% ha avuto un notevole miglioramento ematologico, mentre il 38,5% ha 
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mostrato malattia stabile. La tossicità correlata al farmaco e stata lieve. Fattori prognostico 
favorevoli per la sopravvivenza erano un IPSS intermedio-2 e livelli plasmatici di VPA ≥ 
50 mg/ml (log rank = 0,013 e 0,007, rispettivamente). L'analisi dei polimorfismi 
importanti per il metabolismo dei farmaci usati nella prova ha mostrato che nei portatori 
della variante del citocromo P450 CYP2C19*2 sono necessarie dosi più elevate VPA per 
raggiungere la concentrazione plasmatica ottimale di VPA di 50ug/ml. Gli autori anno 
concluso che la combinazione 5-AZA/VPA e attivo e sicuro nei pazienti con MDS con 
una prognosi sfavorevole. Il raggiungimento di livelli di VPA terapeutici puo effettivamente 
aumentare l’efficacia di 5-AZA (Voso, 2009). 
 
Azacitidina/AcidoValproico/Acido retinoico 
In uno studio di fase I/II Soriano et al. (2007) hanno valutato l'associazione tripla di 
azacitidina (75 mg/m2 al giorno per 7 giorni), VPA (dosi crescenti 50, 62,5 e 75 mg / 
kg al giorno x 7 giorni), più ATRA (45 mg/m2 per 5 giorni a partire dal 3 ° giorno di 
trattamento) in 53 pazienti con leucemia mieloide acuta e MDS. Complessivamente, il 
42% dei pazienti ha risposto alla terapia, con una percentuale più alta di risposte in 
pazienti anziani non pretrattati (52%). La valutazione dei dati di metilazione del DNA 
globale e l'acetilazione degli istoni ne ha rivelato una diminuzione significativa. 
Successivamente Raffoux et al. (2010) hanno valutato l'efficacia della combinazione di 5-
AZA, Acido Valproico (VPA) e acido all-trans retinoico (ATRA) in pazienti con MDS alto 
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rischio o leucosi acuta. Il trattamento consisteva di sei cicli di AZA e VPA per 7 giorni, 
seguiti da ATRA per 21 giorni. Sono stati arruolati 65 pazienti, dei quali 30 con cariotipo 
sfavorevoli). Le migliori risposte sono state 14 CR e PR 3 (26%); il 75% dei responders e 
il 36% dei non responder hanno raggiunto una risposta eritroide. La sopravvivenza 
mediana globale (OS) e stata di 12,4 mesi. Pazienti non precedentemente trattati hanno 
avuto un OS più lunga di pazienti con malattia ricaduta/refrattaria. Nei pazienti 
che hanno effettuato i 6 cicli previsti, l’OS non sembra dipendere dalla realizzazione di 
una CR o PR, suggerendo che la malattia stabile, durante il trattamento sarebbe un 
surrogato per la sopravvivenza con questo approccio. Durante la terapia, la risposta 
piastrinica e la demetilazione dei geni del FZD9, i geni ALOX12, HPN, CALCA sono stati 
associati statisticamente alla risposta clinica. Infine, non vi era alcuna prova di una 
differenziazione ATRA-indotto della durante la terapia. 
 
Altre combinazioni 
In aggiunta agli inibitori HDAC, altri agenti sono stati combinati con DNA metiltransferasi 
tra cui lenalidomide e etanercept. A differenza delle combinazioni di inibitori della 
DNMT/HDAC, queste combinazioni non derivano da modelli biologici, ma rappresentano 
empiriche combinazioni di farmaci che sono attivi singolarmente. 
 
 
 81 
Azacitidina/Lenalidomide 
L’uso di un agente antiangiogenico come lenalidomide, in combinazione con un agente 
ipometilante, potrebbe consentire risultati clinici positivi superiori a quelli ottenuti con l'uso 
di ciascun agente da solo. Un studio di fase I ha valutato lenalidomide in combinazione 
con AZA in 7 pazienti con diagnosi di MDS avanzate. Dei 7 pazienti arruolati, 4 pazienti 
sono stati valutati per la risposta e 2 ha raggiunto una CR, uno ha avuto una risposta 
eritroide, e 1 ha avuto progressione della malattia. I primi risultati suggeriscono un profilo 
positivo di sicurezza ed efficacia (Sekeres, 2007). 
 
Azacitidina/Etanercept 
La combinazione di azacitidina e Etanercept nel trattamento delle MDS e stata valutata in 
uno studio di fase II a braccio singolo in aperto. Ventitre pazienti con MDS sono stati 
trattati con azacitidina (75 mg/m2 al giorno per 7 giorni) ed etanercept (25 mg per via 
sottocutanea due volte a settimana per 2 settimane ogni 28 giorni). Utilizzando i criteri di 
risposta IWG, 14 pazienti (78%) hanno risposto (OR), con 5 (28%) CR, 8 (44%) PR, e 
1 (6%), una risposta positiva HI. Tre pazienti sottoposti a terapia per 24 mesi hanno 
avuto subito risposte positive (Holsinger, 2007). 
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VPA/ATRA 
VPA e stato combinato con acido all-trans retinoico (ATRA), un induttore di 
differenziazione terminale cellulare. In due diversi studi, l'aggiunta di ATRA a VPA non 
modificava i risultati positivi ottenuti con l'uso di VPA da solo (Pilatrino, 2005). In uno 
studio, 2 pazienti con AML secondaria a MDS hanno avuto una PR (Bug, 2005). 
 
 
LINEE GUIDA DI TRATTAMENTO ITALIANE 
Secondo le correnti Linee Guida della Società Italiana di Ematologia (Revisione 2010) il 
trattamento da proporre per pazienti affetti da patologia displastica è da differenziare in 
base alla categoria di rischio prognostico e alle caratteristiche cliniche. Si riportano di 
seguito le raccomandazioni relative al trattamento nell’adulto (Santini et al, 2010). 
 
Raccomandazioni per l’utilizzo della terapia di supporto 
Si propone l’osservazione per pazienti con IPSS basso/INT1 asintomatici (assenza di 
sanguinamento, non infezioni ricorrenti), in assenza di grave anemia (emoglobina pari o 
superiore a 10 g/dl, in assenza di sintomi), con percentuale di blasti midollari <5%, 
senza grave rischio citogenetico e gravi citopenie (grado D). In presenza di una conta 
assoluta dei neutrofili superiore a 1000/mcL ed una conta piastrinica superiore a 
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50.000/mcL, in assenza di sintomi, il paziente potrebbe essere candidato alla sola 
osservazione (grado D). Pazienti con una conta dei neutrofili da 500/mcL dovrebbero 
essere singolarmente valutati considerando gli altri fattori di rischio per le infezioni, come 
l'età e le co-morbidità (grado D). Quando candidabili, il trapianto allogenico di midollo 
osseo dovrebbe essere di scelta. L'esame del midollo per il conteggio dei blasti e la 
rivalutazione citogenetica dovrebbe avvenire ogni 12 mesi (grado D). 
In pazienti con rischio IPSS basso/INT1, livelli di emoglobina inferiore a 10 g/dl e livelli di 
eritropoietina sierica <500 mUI/ml dovrebbe essere considerato un trattamento con ESA, 
vale a dire l'eritropoietina alfa, eritropoietina beta o darbepoetina (grado B). Dovrebbero 
essere utilizzate dosi fisse di 60-80.000 U di eritropoietina alfa, piuttosto che adattate al 
peso, somministrate settimanalmente per via sottocutanea (una volta a settimana o 
suddivise in due dosi) (grado A) o Darbepoetina 300mcg una volta a settimana (grado 
B) per almeno 12 settimane (grado B). Durante il trattamento ESA deve essere 
considerata la supplementazione con ferro per pazienti con una saturazione della 
transferrina inferiore al 20% (grado D). Se i pazienti rispondono al trattamento ESA, 
dovrebbe essere effettuato un tentativo per ridurre la dose (o la frequenza di 
amministrazioni) per trovare la più bassa dose in grado di mantenere il livello di 
emoglobina tra 10 e 12 g/dl (grado D). La combinazione di ESA e di G-CSF deve essere 
considerata solo per pazienti in assenza di severa trasfusione-dipendenza (meno di 2U al 
mese), con livelli di eritropoietina sierica inferiore 500 mUI/ml e non responsivi a ESA da 
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sola (grado C). L'uso quotidiano di GCSF per modificare il decorso della malattia non è 
raccomandato (grado B). 
 
Raccomandazioni per l’utilizzo della terapia ferrochelante 
Una terapia di chelazione del ferro è raccomandata in tutti i pazienti con IPSS basso e 
INT1 che ricevono regolari trasfusioni di globuli rossi. La terapia deve essere iniziata dopo 
che i pazienti hanno ricevuto 20 unità di globuli rossi concentrati (cioè 4 g di ferro) 
(Grado B) e deve essere considerata per pazienti trasfusione-dipendenti, pazienti con 
IPSS INT2 e alto quando responsivi alle terapie in grado di modificare la loro aspettativa 
di vita o se hanno il trapianto nel loro programma terapeutico (grado D). Deferasirox è la 
terapia di chelazione del ferro di prima scelta nelle MDS (grado B). Il dosaggio iniziale di 
dovrebbe essere 10 mg/kg regolato in base al regime trasfusionale, alla ferritina sierica e 
al danno d'organo ferro-indotto, potendo raggiungere una posologia di 20-30 mg/kg, se 
tollerata (grado C). Il paziente con controindicazioni o intolleranza a deferasirox deve 
essere trattato con deferoxamina in somministrazione sottocutanea. La misurazione della 
ferritina sierica dovrebbe essere usata per il monitoraggio di routine (grado C), sebbene 
l’inizio della terapia di chelazione del ferro non dovrebbe essere decisa unicamente sulla 
base del suo livello sierico (grado D). Nei pazienti politrasfusi devono infatti essere 
eseguite RMN o biopsia epatica e RMN-T2 *, per una valutazione quantitativa del 
sovraccarico di ferro cardiaco ed epatico (grado D).  
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Raccomandazioni per l’utilizzo della terapia demetilante 
Per pazienti appartenenti al gruppo IPSS INT2 o alto e non candidabili a 
trapiantoallogenico HSCT o in assenza di un donatore immediatamente disponibile, si 
consiglia (con evidenza di grado A) trattamento con azacitidina per almeno sei cicli 
secondo il seguente schema: azacitidina 75 mg/mq/die per via sottocutanea per 7 giorni 
ogni 28 giorni (grado A). Nei pazienti con rischio IPSS INT2-alto e candidabili al trapianto 
di cellule staminali emopoietiche, l'uso della terapia ipometilante prima il trapianto è 
consigliato solo all'interno di studi clinici approvati (grado D). I pazienti con rischio IPSS 
basso e INT1 sono candidati a terapia di prima linea con agenti ipometilanti quando hanno 
necessità di un trattamento non rispondendo alle caratteristiche precedentemente 
elencate, in assenza di delezione 5q da sola o in combinazione con altre anomalie 
cromosomiche, e almeno una delle seguenti condizioni: mancanza di raccomandazione 
per l’uso di ESA (ossia eritropoietina sierica con livelli> 500 mUI/ml), presenza di 
qualsiasi altra grave citopenia sintomatica, infiltrazione midollare blastica maggiore del 
5%, o rischio citogenetico severo (grado D). 
I pazienti con rischio IPSS basso-INT1, inclusi i pazienti portatori delezione 5q, sono 
candidati a terapia con agenti ipometilanti quando si dimostrano resistenti alla terapia di 
prima linea con ESA, agenti immunosoppressivi o lenalidomide (grado C). 
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Raccomandazioni per l’utilizzo della terapia immunosoppressiva 
L’uso di una terapia immunosoppressiva è appropriato per i pazienti con sindromi 
mielodisplastiche a rischio IPSS basso-INT1 che hanno necessità di trattamento ma 
infiltrazione blastica midollare inferiore al 5% e in assenza di sfavorevole rischio 
citogenetico (Grado B). In mancanza di studi clinici di confronto tra terapia 
immunosoppressiva e agenti ipometilanti, la scelta tra i due non è realizzabile sulla base 
di prove scientifiche per cui il gruppo SIE ha convenuto che i migliori candidati per 
trattamenti immunosoppressivi sono pazienti con un'età inferire a 60 anni (grado B), un 
cariotipo normale (grado B), midollo osseo ipoplastico (grado C) ed espressione 
dell’antigene HLA-DRB1-15 (grado C). L'uso di ATG da sole (grado C) o in combinazione 
con Ciclosporina A (grado B) è raccomandato. 
 
 
 
 
Raccomandazioni per l’utilizzo della lenalidomide 
I pazienti con un rischio IPSS basso o INT1, trasfusione-dipendenti e portatori di delezione 
del 5q, sia isolata o in combinazione con ulteriori anomalie citogenetiche, sono candidati 
ad un trattamento con lenalidomide come terapia di prima linea (grado B). 
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I pazienti con IPSS INT2/alto e delezione 5q, isolata o in combinazione con ulteriori 
anomalie citogenetiche, in assenza di un donatore allogenico immediatamente disponibile, 
dovrebbero intraprendere un trattamento con lenalidomide solo all'interno di studi clinici 
approvati (grado C). In pazienti con un rischio IPSS basso o INT1, con anemia 
trasfusione-dipendente senza delezione 5q e non candidati terapia con ESA (cioè con un 
livello sierico di eritropoietina superiore 500 mUI/ml) o che hanno fallito una precedente 
terapia, deve essere considerata la lenalidomide solo all'interno di studi clinici approvati 
(gradoD). Lo schema di trattamento attualmente raccomandato in pazienti con MDS con 
delezione 5q-è una dose iniziale di lenalidomide di 5-10 mg/die per via orale per 21 
giorni al mese per almeno 4 cicli di trattamento (grado B), con regolare monitoraggio 
dell’emocromo, soprattutto nei primi 2 mesi di trattamento. Nei pazienti che sviluppano 
una grave neutropenia o trombocitopenia, deve essere eseguita la sospensione transitoria 
del farmaco, seguita da riduzione della dose, (grado D). 
 
 
Raccomandazioni per l’utilizzo della chemioterapia convenzionale 
Secondo i dati esistenti, l'uso di una terapia AML-like è appropriata nei pazienti con una 
percentuale di blasti midollari superire al 10% e di età inferiore a 65 anni (grado C). I 
candidati più idonei sono i pazienti che hanno dimostrato di essere refrattari agli agenti 
ipometilanti o per i quali la terapia con ipometilanti non è fattibile (grado D). Regimi 
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contenenti Citarabina a dose standard o ad alte dosi sono i regimi di terapia di induzione 
raccomandata (grado B) e Citarabina in combinazione con Antracicline è lo schema di 
associazione raccomandato (grado B). 
 
Raccomandazioni per il trapianto di cellule staminali 
Tutti i pazienti con MDS di età inferiore ai 65 anni dovrebbero essere valutati per 
l'eleggibilità al trapianto allogenico HSCT (grado B). Sono da considerarsi donatori idonei 
fratelli HLA identici (o con un singolo antigene mismatch) o donatori sani non familiari 
(grado B). I migliori candidati sono pazienti con un punteggio IPSS INT2 o alto e pazienti 
con IPSS INT1 o basso con una intensa trasfusione-dipendenza o citopenia grave, con 
severo rischio citogenetico o una percentuale di basti midollari superiore al 5% (grado C). 
A causa del rischio elevato di recidiva, i pazienti con un rischio IPSS INT2/alto 
dovrebbero effettuare un trapianto mieloablativo se di età inferiore a 55 anni e senza co-
morbidità (grado C). Regimi di condizionamento con ridotta intensità e tossicità 
extramidollare sono raccomandati nei pazienti di età superiore a 55 anni o comorbilità e in 
quelli con displasie a basso rischio di recidiva per un basso numero di blasti e assenza di 
severo rischio citogenetico (grado D). Nei pazienti con rischio IPSS INT2/alto il trapianto 
allogenico HSCT dovrebbe essere eseguito come terapia di prima linea (grado B). 
Donatori alternativi (cioè non compatibili, o da sangue cordonale) devono essere 
considerati solo in centri di provata esperienza in tale campo, in pazienti ad alto rischio 
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SMD senza un donatore compatibile (familiare o MUD) e/o che hanno urgentemente 
bisogno del trapianto (di grado D). 
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MATERIALI E METODI 
 
Obiettivi dello studio 
 
1. Rivedere la casistica dei pazienti con SMD seguiti presso il nostro centro 
2. Valutare l’efficacia del trattamento con Azacitidina in un gruppo di 53 pazienti 
affetti da Sindrome Mielodisplastica o Leucemia acuta Mieloblastica oligoblastica, 
che hanno intrapreso il trattamento tra il Settembre 2005 ed il Giugno 2012 presso 
la U.O. di Ematologia dell’Azienda Ospedaliera Universitaria Pisana attraverso le 
percentuali di risposta (remissione completa o CR, risposta parziale o PR, 
hematological improvement o HI, che tutti insieme configurano la risposta 
complessiva o ORR), i dati di sopravvivenza (overall survival o OS) e di prognosi 
(progression free survival/leukemia free survival o PFS/LFS). Tali variabili sono 
state correlate con le caratteristiche demografiche e cliniche all’esordio, inclusi i 
sistemi di classificazione del rischio WPSS e IPSS-R; infine, sono stati raccolti i 
dati di tossicità. 
3. In un sottogruppo di 37 pazienti valutare l’impatto prognostico (OS e PFS), dei 
livelli di espressione dei geni WT1 e RPS14 misurati su campioni di sangue 
midollare (per WT1 e RPS14) e periferico (per WT1), prelevati al momento della 
diagnosi o al momento dell'inizio del trattamento con Azacitidina; nonchè valutare 
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la correlazione della variazioni dei livelli di espressione, che i geni subiscono 
durante il follow up in corso di tale trattamento, con lo Stato di Malattia. 
 
Pazienti e Metodi 
 
PAZIENTI 
 
Sono stati valutati 53 soggetti con diagnosi di Sindrome Mielodisplastica o Leucemia 
acuta Mieloblastica (con percentuale di blasti midollari superiore al 20% ), secondo la 
classificazione WHO 2008. Tali diagnosi sono state effettuate presso il nostro centro tra il 
Dicembre 2004 ed il marzo 2012; dopo un periodo variabile di osservazione e terapia di 
supporto con fattori di crescita o agenti differenzianti, (mediana 9 mesi, range 0-39 
mesi), tali pazienti hanno ricevuto terapia con 5-Azacitidina tra il Settembre 2005 e il 
Settembre 2012. I dati sono stati raccolti fino a Settembre del 2012. 
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METODI 
Caratterizzazione morfologica e di rischio 
Prima dell' inizio del trattamento tutti i pazienti sono stati sottoposti a valutazione 
morfologica midollare, per poterne valutare il tipo morfologico WHO 2001 ed individuarne 
la categoria di rischio secondo i criteri delle classificazioni WPSS 2008 ed IPSS-R 2011. 
 
Caratterizzazione citogenetica 
In tutti i pazienti al momento della diagnosi è stata eseguita valutazione del profilo 
citogenetico midollare mediante analisi standard del cariotipo. Qualora il cariotipo non 
fosse evidenziabile, per metafasi insufficienti, è stato effettuato un pannello FISH così da 
avere la certezza di escludere le forme a citogenetica sfavorevole o confermare la 
presenza di anomalie genetiche a basso rischio. Queste sono state classificate ed inserite 
nel calcolo dello score di rischio sulla base delle suddivisioni operate da WPSS e IPSS-R. 
 
Modalità di trattamento 
Il trattamento con Azacitidina è stato effettuato seguendo lo schema di 75mg/mq per 7 
giorni, ogni 28 giorni. Il numero mediano di cicli effettuati è stato pari a 13 (range 1- 39), 
e la valutazione della risposta è stata effettuata dopo 2, 3, 4, 6, 8 cicli di terapia, che è 
stata 
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continuata fino a sospensione per progressione o per tossicità. 
Durante il trattamento i pazienti venivano monitorati mediante esecuzione di emocromo, 
test di funzionalità renale ed epatica e, in caso di neutropenia o valori di emoglobina 
inferiori a 11g/dL, supportati con fattori di crescita (G-CSF, eritropoietina). Pazienti con 
valori di piastrine inferiori a 20000/uL e/o di emoglobina inferiori a 8 g/dL hanno 
ricevuto supporto trasfusionale. 
 
Criteri per la definizione della risposta 
Si è fatto riferimento a dati della letteratura universalmente accettati e codificati 
dall’International Working Group (IWG) (Cheson et al. 2000; Cheson et al. 2006; 
Cheson et al. 2009) 
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Categoria Criteri di risposta 
Malattia Stabile (SD) Mancato raggiungimento di un PR, ma senza evidenza di progressione per più 
di 8 settimane 
Remissione Completa (CR) A livello midollare: 
 blasti <5% con normale maturazione di tutte le linee 
 assenza displasia 
A livello periferico: 
 Hgb > 11 g/dL 
 Platelets > 10 x 10^9/ Lt 
 Neutrophils >1.0 x 10^9/ Lt 
 Blasti 0% 
Remissione Parziale (PR) Tutti i criteri per CR se patologici pre-trattamento, tranne: 
Riduzione del 50 % dei blasti midollare, tale che siano > 5% 
Cellularità e morfologia non rilevanti 
Risposta Completa Midollare 
(mCR) 
A livello midollare: blasti < 5% con riduzione dei valori > o = al 50% dei valori 
pre-trattamento 
A livello periferico: vi può essere HI 
Progressione di malattia (DP) 1. Per i pazienti con blasti <5% :  
un aumento > o = al 50% , tale che siano > 5% 
2. Per i pazienti con blasti compresi tra 5-10% blasti:  
un aumento > o = al 50% , tale che siano > 10% 
3. Per i pazienti con blasti compresi tra 10% - 20%:  
un aumento > o = al 50% , tale che siano > 20% 
4. Per pazienti con blasti compresi tra 20% - 30%:  
un aumento > o = al 50%, tale che siano > 30% 
e uno o più dei seguenti: 
 decremento > o = al 50% dal massimo livello di granulociti/plt 
raggiunti durante la remissione/risposta 
 riduzione della concentrazione di emoglobina di almeno 2 g/dL o 
trasfusione dipendenza 
Recidiva dopo  
risposta completa o  
risposta parziale (relapse) 
Uno o più dei seguenti: 
1. Ritorno alla percentuale pretrattamento di blasti midollari 
2. Decremento dei granulociti o delle piastrine del 50% o più rispetto ai 
massimi livelli raggiunti 
3. Riduzione della concentrazione di emoglobina di almeno 2 g/dL o 
dipendenza trasfusionale 
Fallimento Morte durante il trattamento o progressione di malattia caratterizzata da: 
 un peggioramento delle citopenie 
 aumento della percentuale di blasti midollari 
 progressione ad un sottotipo FAB più avanzato rispetto al pre-
trattamento 
Trasformazione della malattia In LMA con blasti > 20% 
Tabella 8: Criteri per la Definizione della Risposta IWG (Cheson et al. 2009) 
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Per definire il Miglioramento Ematologico (HI) 
Categoria Criteri 
Risposta Eritroide 
(solo se Hb < 11 g/dl pre- 
trattamento) 
Hb aumentata di 1.5 g/dL 
o riduzione importante delle UEC trasfuse fino ad un numero 
assoluto inferiore a 4 UEC/ 8 settimane precedenti, in relazione al 
fabbisogno trasfusionale pre-trattamento 
Solo UEC trasfuse per Hb 9g/dl pre-trattamento devono esser 
considerate nella valutazione della risposta 
Risposta Piastrinica (se < 
100 x 10^9/ L pre-
trattamento) 
Aumento assoluto di 30 x 10^9/ L se > 20 x 10^9/ L pre-
trattamento 
Aumento da valori < 20 x 10^9/ L a > 20 x 10^9/ L con aumento di 
almeno 100% 
Risposta Neutrofilica (se < 
1,9 x 10^9/ L pre-
trattamento) 
0 
Progressione o Ripresa 
dopo HI 
Almeno uno dei seguenti: 
Riduzione di almeno il 50% rispetto ai livelli massimi di risposta 
dei valori di PLT o Neu 
Riduzione > o = 1.5 g/dL di Hb o trasfusione dipendenza 
Tabella 9: Criteri per la definizione dell' Hematological Improvement IWG, Cheson 2006 
 
Criteri per la definizione della tossicità e degli eventi avversi 
Si è fatto riferimento a dati della letteratura universalmente accettati e tabulati nei 
Common Toxicity Criteria (CTC, 1999) 
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Analisi statistica 
Le variabili continue sono state comparate con il tasso di risposta, di decessi e di 
progressione a leucemia acuta mediante test di regressione logistica. Le variabili 
dicotomiche sono state analizzate mediante test di Fisher. L’analisi univariata per la stima 
della sopravvivenza e della PFS/LFS è stata effettuata con la metodica dei ranghi (log 
rank). Per le analisi statistiche è stato utilizzato il software SPSS, versione 17.0. 
 
Caratterizzazione molecolare 
Sulla base della disponibilità di campioni di sangue midollare congelati al momento della 
diagnosi o immediatamente prima dell’inizio del trattamento con 5-Azacitidina abbiamo 
selezionato una sottopopolazione di 37 pazienti (13 femmine, 24 maschi) per la 
determinazione dei livelli di espressione dei geni WT1 e RPS14 con metodica di RT-PCR 
quantitativa e successivamente abbiamo effettuato un monitoraggio longitudinale nel 
tempo in corso di terapia (2°, 3°, 4°, 6° ciclo). 
Per gli studi di espressione genica l'RNA totale è stato estratto da 10-15 ml di sangue 
periferico o aspirato midollare (conservato con anticoagulante EDTA), da cui sono state 
isolate cellule linfo/mononucleate mediante centrifugazione in gradiente di densità 
(Lymphoprep). L’RNA risospeso è stato quantificato allo spettrofotometro. 
 97 
1μg di mRNA è stato retrotrascritto (RT-PCR) in DNA complementare (cDNA) in un 
volume finale di reazione di 20 μg, contenente M-MLV Reverse Trascriptase, Buffer, 
dNTPs, random primers, RNasi RiboLock Ribonuclease Inhibitor, DTT, secondo il 
seguente protocollo termico: 
1. 37°C per 10 minuti, 
2. 42°C per 45 minuti, 
3. 70°C per 10 minuti. 
Il cDNA così ottenuto è stato quindi sottoposto a PCR quantitativa. Per quanto riguarda il il 
gene WT1 la metodica impiegata è stata quella TaqMan Assay, mentre nel caso 
dell’RPS14 abbiamo utilizzato il Sybr Green. 
 
WT1 - TaqMan Assay 
Per la rilevazione quantitativa dei trascritti del gene WT1 è stato impiegato il kit di reazione 
“Kit-WT1 ProfileQuant®” (ELN)-Ipsogen, che utilizza ABI PrismTaqMan® . Esso contiene 
specifici plasmidi, primers e probes per i geni WT1 e ABL, tra cui quest'ultimo funziona da 
gene housekeeping. Il numero di trascritti ottenuti sono stati normalizzati rispetto al 
numero di copie del gene di riferimento ABL, la cui espressione è stata vista essere 
particolarmente stabile e costante in tutti i tipi di cellule, sia nel Sangue Midollare (BM) 
che nel Sangue Periferico (PB). I livelli di WT1 sono stati espressi come numero di copie 
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ogni 10^4 copie di ABL, considerando come range di normalità per il BM l' intervallo „0 - 
250“ copie di WT1/10^4 copie di ABL“ e come range di normalità per il PB „0 – 50 
copie di WT1/10^4 copie di ABL“. Tale range è stato stabilito basandosi sulle più 
importanti evidenze in letteratura. 
Il sistema TaqMan sfrutta una sonda oligonucleotidica complementare ad una porzione 
interna della sequenza bersaglio delimitata dai due primers, che presenta l'estremità 3'-
idrossi terminale bloccata in modo da impedirle di agire come un primer per 
l'amplificazione. E' provvista, inoltre, di un fluoroforo (reporter) all'estremità 5', solitamente 
il 6-FAM (6-carbossifluoresceina) e di un quencer al 3', il 6-carbossi-tetrametilrodamina 
(TAMRA) (Heid et al,1996). Quando le sonde sono intatte i fluorofori eccitati dalla luce 
alla giusta lunghezza d'onda trasferiscono la loro energia al quencer, anzichè emettere 
fluorescenza. 
La sonda ibridizzata viene rimossa dal filamento neoformato e degradata in singoli 
nucleotidi ad opera dell' attività 5'-esonucleasica della Taq polimerasi durante la fase di 
estensione. Ciò libera il reporter, il quale, venendosi a trovare lontano dal quencer, sarà in 
grado di emettere la propria fluorescenza caratteristica che verrà rivelata dal detector 
(Holland et al., 1991). La fluorescenza emessa del reporter aumenta in modo lineare man 
mano che i prodotti si accumulano ad ogni successivo ciclo di amplificazione. La fase in 
cui la fluorescenza risulta apprezzabile al di sopra del background viene chiamata ciclo 
soglia (Ct). Il valore del Ct è relativo al numero di sequenze di acido nucleico target 
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presenti all'inizio della reazione, per cui si può risalire dal Ct al numero delle sequenze 
presenti. 
La performance di una Real-Time PCR è di solito caratterizzata dalla sensibilità: l'utilizzo 
di sostanze fluorescenti e di apparecchiature consentono di arrivare a 10-5. Altro aspetto 
positivo della Real-Time PCR è rappresentato dalla mancata necessità di una analisi post 
PCR che permette innanzitutto la riduzione dei tempi necessari per l'esecuzione del test 
molecolare e, in secondo luogo, la riduzione del rischio di contaminazione, dovuto alla 
formazione di aerosol durante l'apertura delle provette ed alla volatilità dei prodotti di PCR. 
Inoltre, la Real–Time PCR fornisce un'ulteriore specificità eliminando la possibilità che 
siano rivelati prodotti amplificati aspecifici dovuti al missappaiamento con i primer o ai 
dimeri primer-primer, grazie al complesso della Taq-polimerasi con uno specifico 
anticorpo monoclonale, che inibisce l'attività polimerasica durante l'assemblaggio della 
reazione e lo step iniziale di denaturazione (sistema "hot start"), senza alterare l'enzima. 
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Illustrazione 1: Rappresentazione schematica del funzionamento delle sonde TaqMan. In 
rosso: il querce; Taq: DNA polimerasi; in verde: il reporter. 
 
RPS14 - Sybr Green 
La quantificazione in Real-Time PCR per il trascritto del gene RPS14 è stata condotta 
tramite utilizzo di Sybr Green Mastermix (Biorad) ed il kit Primer design (Eppendorf) che 
fornisce i primers, le sonde ed i plasmidi necessari alla realizzazione della standard curve 
, opportuni per il test.  
Il SYBR Green è un intercalante fluorescente con elevata affinità per il solco minore del 
dsDNA. Fintanto che rimane libero in soluzione non emette fluorescenza significativa 
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Quando però si intercala nella doppia elica del DNA la sua fluorescenza incrementa di 
circa 100 volte. Questo segnale, elaborato dalla macchina di Real-Time, risulta 
proporzionale al numero di copie di trascritto presenti nel pozzetto. Per ottenere un valore 
assoluto, anche in questo caso è necessario avere un gene di riferimento, su cui è stata 
costruita una curva standard, tale da permetterci di valutare la qualità del cDNA e la 
quantificazione reale del gene. 
La fluorescenza risultante viene misurata dalla fotocamera in tempo reale permettendo di 
monitorare la reazione di amplificazione man mano che il prodotto si accumula. Durante la 
fase di allungamento aumenta il numero di molecole di SYBR Green in grado di legarsi, 
aumentando quindi l’intensità del segnale fluorescente emesso. 
 
 
 
 
 
 
Illustrazione 2: Rappresentazione della metodica di Real-Time con Sybr Green 
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La rivelazione SYBR Green è vantaggioso per quanto riguarda la sensibilità, non è però 
un saggio specifico, poiché l’emissione di fluorescenza non è legata direttamente alla 
sequenza del DNA in esame, è sufficiente solo la presenza di una struttura a doppia elica 
di DNA qualsiasi. Pertanto la specificità di un saggio quantitativo mediante SYBR Green 
richiede di essere testata in ogni esperimento tramite la realizzazione della “curva di 
melting”. 
Con temperatura di melting (Tm) si definisce la temperatura alla quale una determinata 
sequenza di DNA si trova per il 50% in forma dissociata. La Tm è caratteristica di una 
sequenza ed è influenzata essenzialmente dalla composizione nucleotidica, dalla 
lunghezza dell’oligonucleotide e dalle condizioni di reazione (concentrazione di ioni Mg++, 
forza ionica, pH, concentrazione di SYBR Green…). Nella curva di melting si viene a 
formare, infatti, un caratteristico picco ristretto, corrispondente alla Tm del nostro 
amplificato, che si differenzierà dalla amplificazione degli artefatti (dimeri di primers, 
prodotti aspecifici) in quanto questi denaturano a temperature più basse e generano curve 
più slargate. 
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Illustrazione 3: Costituzione Curva di Melting: all’aumento della temperatura i prodotti di 
PCR si denaturano determinando la liberazione delle molecole di SYBR Green incorporate 
(A) con una riduzione di fluorescenza. L’analisi mediante il programma permette di 
ottenere la curva di melting relativa alla sequenza amplificata (B). 
 
 
La curva di melting è la visualizzazione grafica della cinetica di dissociazione del DNA a 
doppia elica all’aumentare della temperatura, in cui quindi si valuta l’emissione di 
fluorescenza in funzione della temperatura. Per allestire la curva di melting relativa alla 
sequenza amplificata la temperatura viene progressivamente aumentata, in genere da 
65°C fino a 95°C. A basse temperature tutti i prodotti di PCR sono in assetto di doppia 
elica, in questa fase il SYBR Green si trova intercalato nel DNA determinando una 
fluorescenza evidente ed elevata. Al contrario, ad alte temperature, tutti i prodotti di PCR 
sono denaturati e la fluorescenza diventa in pratica non misurabile. 
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Il controllo interno al saggio è rappresentato dal gene 18S. 
 
Valutazione livelli RPS14 e WT1 alla diagnosi o pre-trattamento 
Come campioni di riferimento per il calcolo della media dei controlli sani sono stati 
utilizzati 4 casi affetti da sindrome 5q- e 4 donatori sani, giungendo così al cut-off di 
1,0735. 
Sulla base di questo valore, ai fini dell' analisi statistica, i valori di RPS14 misurati alla 
diagnosi sono stati distinti in “Low” quando il valore del gene era inferiore a 1,0735 ed in 
“High” quando il valore era maggiore a 1,0735. 
 
Monitoraggio deile variazioni dei livelli di WT1 e RPS14 in corso di FU 
Per valutare le variazioni dei livelli di espressione genica in corso di Follow Up viene 
definito "incremento" una variazione in aumento di 2,5 volte del livello di espressione 
genica misurato nel campione successivo (es: valore precedente x 2,5). Viene definita 
"riduzione" un dimezzamento rispetto al controllo precedente dei livelli di espressione del 
gene (es: valore precedente x 0,5); infine viene definito come "stabile" l' oscillazione dei 
livelli di espressione genica compresi nei limiti dei precedenti: quindi < 0,5 in riduzione e 
< 2,5 in aumento. 
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RISULTATI 
 
Caratteristiche demografiche/cliniche dei 53 pazienti arruolati nello studio 
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Caratteristiche N° % 
Pazienti Totali 53 100,00% 
Sesso 
 M 
 F 
 
37 
16 
 
69,8 % 
30,2 % 
Età Mediana 69  
Classe WHO: 
 RA 
 RARS 
 RCMD 
 RCMD-RS 
 RAEB-1 
 RAEB-2 
 5q-Syndrome 
 AML oligoblastiche 
 
1 
2 
7 
0 
9 
28 
1 
5 
 
1,9 % 
3,8 % 
13,2 % 
0 
17% 
52,8 % 
1,9 % 
9,4 % 
WPSS 
 very low 
 low 
 intermediate 
 high 
 very high 
 
0 
4 
7 
36 
6 
 
0 
7,6 % 
13,2% 
67,9 % 
11,3% 
IPSS-R 
 Very Low 
 Good 
 Intermediate 
 High 
 Very High 
 
1 
6 
18 
10 
18 
 
1,9 % 
11,3 % 
33,9 % 
18,9 % 
33,9 % 
Tabella 10: Caratteristiche demografiche/cliniche dei 53 pazienti arruolati nello studio 
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Il totale dei pazienti era composto da 16 femmine (30,2 %) e 37 maschi (69,8 %). 
48 soggetti (15 femmine e 33 maschi) erano affetti da mielodisplasie con diversa sotto-
classifcazione WHO e 5 pazienti (1 femmina e 4 maschi) erano affetti da Leucemia 
Mieloblastica acuta oligoblastica. 1 paziente (1,9 %) presentava classe WHO RA; 2 
pazienti (3,8 5) presentavano classe WHO RARS; 7 pazienti (13,2 %) presentavano 
classe WHO RCMD; 0 pazienti presentavano classe WHO RCMD-RS; 9 pazienti (17 %) 
presentavano classe WHO RAEB-1; 28 pazienti (52,8 %) presentavano classe WHO 
RAEB-2; 1 paziente (1,9 %) presentava Sindrome 5q-; 5 pazienti (9,4 %) presentavano 
LMA. 
L’età mediana all’inizio del trattamento era 69 anni (range 18-93 anni). 
L’infiltrazione blastica midollare mediana all’inizio del trattamento era del 14%. 13 pazienti 
(24,5 %) presentavano infiltrazione blastica <5%; 12 pazienti (22,6%) presentavano 
infiltrazione blastica tra 5 – 10%; 23 pazienti (43,4 %) presentavano infiltrazione blastica 
tra 11- 20%; 5 pazienti (9,4 %) presentavano infiltrazione blastica > 20%. 
Per la classificazione citogenetica rispetto alla classi individuate dal IPSSR: dei 53 
pazienti presi in considerazione nessuno presentava classe citogenetica very good. 27 
pazienti (50,9 %) presentavano classe citogenetica good avendo in 23 casi cariotipo 
normale (46 XY; 46 XX), in 2 casi del5q isolata, in 1 caso delezione doppia -5q e -20, in 
1 caso anomalia doppia con del5q associata alla +8. Tra questi sono stati inclusi 9 casi, 
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in cui le metafasi analizzate sono state insufficienti per un’analisi citogenetica esaustiva. 
Per superare l'ostacolo dell'analisi dubbia sono stati eseguiti test FISH tali da escludere la 
presenza di anomalie ad alto rischio: in 2 casi veniva riscontrato riarrangiamento del gene 
PDGFR-Beta (8,5% dei nuclei), altri 2 pazienti presentavano un' isolata anomalia del 5q. 
12 pazienti (22,6 %) presentavano classe citogenetica intermediate, di cui 3 pazienti 
presentavano isolata trisomia del cromosoma 8 (+8), 2 pazienti presentavano anomalie 
doppie: +8 in associazione con del13 in un caso, +8 in associazione a -20q; i restanti 7 
pazienti presentavano anomalie singole quali: del6; (+13); (+21); delX; t(1;14); t(3;12); 
t(12;X). 
3 pazienti ( 5,6 %) presentavano classe citogenetica poor , dei quali 2 pazienti 
presentavano del7 isolata, 1 paziente presentava del3q. 2 pazienti (3,7 %) presentavano 
classe citogenetica very poor con cariotipo complesso (più di tre alterazioni). 
Rispetto alle classi citogenetiche individuate da IPSS e WPSS dei 53 pazienti 34 (59,6 
%) presentavano cariotipo favorevole ( 2 pazienti presentavano del5q; 23 cariotipo 
normale; i 9 pazienti con cariotipo indeterminato 9 cariotipo indeterminato per metafasi 
insufficienti, ma in cui la FISH ha escluso anomalie a rischio intermedio ed alto). 15 
pazienti (26,3 %) presentavano cariotipo Intermedio ( di queste erano presenti le 
anomalie singole: 1 paziente con +21; 3 pazienti con +8; 1 paziente con +13; 1 paziente 
con del3q; 1 paziente con -X; 1 paziente con del6; 1 paziente con t(1;14); 1 paziente con 
t(12;X); ed anomalie doppie: 1 paziente con del5q in associazione a del20q; 1 paziente 
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con +8 associata a t(3;12); 1 paziente +8 associata a del5q; 1 paziente con +8 in 
associazione a del13; 1 paziente con +8 in associazione a del20). 4 pazienti (7 %) 
presentavano cariotipo sfavorevole (2 pazienti presentavano del7; 2 pazienti 
presentavano cariotipo complesso). 
All’inizio del trattamento 19/53 pazienti (35,9 %) presentavano regolare necessità 
trasfusionale. 
Sulla base delle caratteristiche appena elencate abbiamo valutato la categoria di rischio 
secondo gli score WPSS (WHO-based Prognostic Score System) e IPSS-R (International 
Prognostic Score System- Revised). Il WPSS score è stato ricalcolato anche in corso di 
follow-up. 
Dei 53 pazienti, 1 paziente ( 1,9 %) presentava IPSS-R very low, 6 pazienti (11,3 %) 
presentavano IPSS-R good, 18 pazienti (33,9 %) presentavano IPSS-R intermediate, 10 
pazienti (18,9 %) presentavano IPSS-R high, 18 pazienti (33,9 %) presentavano IPSS-R 
very high. 
Per le categorie prognostiche WPSS dei 53 pazienti nessun paziente presentava score 
very low, 4 (7,6 %) presentavano WPSS low, 7 (13,2%) WPSS intermedio, 36 (67,9 %) 
WPSS high e 6 (11,3%) WPSS very-high. 
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Per l’effettuazione dell’analisi statistica abbiamo successivamente raggruppato le 
sottocategorie IPSS-R in 2 macrocategorie, comprendenti la prima pazienti con IPSS-R 
very low + good + intermedio: 25 pazienti (47,2 %); la seconda comprendente pazienti 
con IPSS-R high + very high: 28 pazienti (52,8 %). 
Anche nel caso della stratificazione con WPSS per effettuare l’analisi statistica abbiamo 
raggruppato le sottocategorie WPSS in 2 macrocategorie: la prima comprensiva di WPSS 
very low + low+ intermedio (11 pazienti = 20,8 %) ; la seconda comprensiva WPSS 
high+very high (42 pazienti pari a 79,3 %). 
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Caratteristiche demografiche e cliniche del sottopopolazione di pazienti testati per 
espressione dei geni WT1 e RPS14 
Caratteristiche N° % 
Pz Tot 37 100,00% 
Sesso 
 M 
 F 
 
24 
13 
 
64, 9 % 
35, 1 % 
Età Mediana 70  
Classe WHO 
 RA 
 RARS 
 RCMD 
 RCMD-RS 
 RAEB-1 
 RAEB-2 
 Sindrome 5q - 
 LMA oligoblastiche 
 
0 
1 
7 
0 
7 
19 
0 
3 
 
0 
2,7 % 
18,9 % 
0 
18,9 % 
51,4 % 
0 
8,1 % 
WPSS 
 Very Low 
 Low 
 Intermediate 
 High 
 Very High 
 
0 
2 
7 
24 
4 
 
0 
5,4 % 
18,9 % 
64,9 % 
10,8 % 
IPSS-R 
 Very Low 
 Good 
 Intermediate 
 High 
 Very High 
 
1 
4 
14 
4 
14 
 
2,7 % 
10,8 % 
37,8 % 
10,8 % 
37,8 % 
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Tabella 11: Caratteristiche demografiche e cliniche del sottopopolazione di pazienti testati 
per espressione dei geni WT1 e RPS14 
 
Sulla base della disponibilità di campioni di sangue midollare prelevati e congelati alla 
diagnosi o prima dell’inizio della terapia, abbiamo selezionato una sottopopolazione di 
37 pazienti (24 maschi e 13 femmine) per la determinazione dei livelli di espressione 
dei geni WT1 e RPS14 con metodica di RT-PCR quantitativa, sia al momento dell’inizio 
del trattamento che in corso di follow-up. In questa sottopopolazione, l’età mediana 
all’inizio del trattamento era di 70 anni (range 18 - 93 anni). Le diagnosi poste secondo i 
criteri WHO all’inizio del trattamento raggruppavano i pazienti come segue: RARS : 1 
paziente (2,7 %); RCMD : 7 pazienti ( 18,9 %); RAEB-1 : 7 pazienti ( 18,9 %); RAEB-2 
: 19 pazienti ( 51,4 %); LMA : 3 pazienti ( 8,10 %).  
In questa sottopopolazione di pazienti, l’infiltrazione blastica midollare mediana all’inizio 
del trattamento era del 14% (range 3%-33%). Di questi: 10 pazienti (27 %) presentavano 
inflitrazione < 5%; 9 pazienti (24,3 %) presentavano inflitrazione compresa tra 5% - 10%; 
15 pazienti (40,5 %) presentavano inflitrazione compresa tra 11-% - 20%; 3 pazienti (8,1 
%) presentavano inflitrazione 20%. 
In tutti i 37 pazienti al momento della diagnosi era stata eseguita valutazione del 
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profilo citogenetico. Rispetto alle classi citogeniche individuate da IPSS-R nessun 
paziente presentava citogenetica Very Good. 25 pazienti (67,6 %) presentavano 
citogenetica Good: 15 cariotipo normale, 1 paziente presentava anomalia doppia del5q 
associata a +8; tra questi sono stati contati i pazienti con cariotipo indeterminato 9 
cariotipo indeterminato per metafasi insufficienti, ma in cui la FISH ha escluso anomalie a 
rischio intermedio ed alto. 7 pazienti (18,9 %) presentavano cariotipo Intermediate di cui: 
2 pazienti presentavano +8; 1 paziente presentava +21; 1 paziente presentava t(12;X); 1 
paziente presentava +13; 1 paziente presentava -X; 1 paziente presentava t(1;14). 3 
pazienti (8,1 %) presentavano cariotipo Poor di cui: 1 paziente presentava del3q; 2 
pazienti presentavano del7. 2 pazienti (5,4 %) presentavano cariotipo Very Poor entrambi 
con cariotipo complesso. 
Rispetto alle classi citogeniche individuate da IPSS e WPSS 24 pazienti (64,9 %) 
presentavano classe citogenetica Favorevole : di cui 15 cariotipo normale; 9 cariotipo 
indeterminato per metafasi insufficienti, ma in cui la FISH ha escluso anomalie a rischio 
intermedioed alto. 9 pazienti (24,3 %) presentavano cariotipo Intermedio, di cui: 2 
pazienti presentavano +8; 1 paziente presentava + 21; 1 paziente presentava -X; 1 
paziente presentava +13; 1 paziente presentava t(12;X); 1 paziente presentava t(1;14); 1 
paziente presentava -3q; 1 paziente presentava anomalia doppia del5q associata a +8. 4 
pazienti (10,8 %) presentavano cariotipo Severo, di cui: 2 pazienti presentavano cariotipo 
complesso; 2 pazienti presentavano -7. 
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Dei 27 pazienti 12 (44,4%) presentavano regolare necessità trasfusionale per emazie 
concentrate. 
In riferimento all’IPSS-R: 1 paziente (2,7 %) presentava IPSS-R Very Low; 4 pazienti 
(10,8 %) presentavano IPSS-R Good; 14 pazienti (37,8 %) presentavano IPSS-R 
Intermediate; 4 pazienti (10,8 %) presentavano un IPSS-R High; 14 pazienti (37,8 %) 
presentavano un IPSS-R Very High. 
Per le categorie prognostiche WPSS: nessun paziente presentava WPSS Very Low; 2 
pazienti (5,4 %) presentava WPSS Low; 7 pazienti (18,9 %) presentavano WPSS 
Intermediate; 24 pazienti (64,9 %) presentavano un WPSS High; 4 pazienti (10,8 %) 
presentavano un WPSS Very High. 
 
Dati di Efficacia 
 
VALUTAZIONE DELLA RISPOSTA AL TRATTAMENTO SECONDO I CRITERI IWG 
Dopo 8 settimane dall’inizio del trattamento, ovvero dopo soli 2 cicli, 22pz dei 53 pazienti 
arruolati nello studio avevano acquisito una risposta (ORR pari a 41,6 %): si osservavano 
3 CR (5,7 %), 9 PR (17 %), 10 HI (18,9 %). Nei pazienti non responsivi si osservavano 
21 SD (39,6 %) e 10 PD (18,9 %). 
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Non si sono osservati decessi nelle prime 8 settimane di osservazione. 
Dopo 3 cicli dall’inizio del trattamento 24 pazienti avevano acquisito una risposta, per cui 
l'ORR raggiungeva il 45%, di cui 13% CR (7/53), 9,4% PR (5/53), 22,6% HI (12/53). 
Non si sono osservati decessi nelle prime 12 settimane di osservazione. 
Dopo 4 cicli dall’inizio del trattamento 26 pazienti avevano acquisito una risposta, per cui 
l'ORR raggiungeva 49%, di cui 15,1% CR (8/53), 11,3 % PR (6/53), 22,6% HI 
(12/53). A questo time point si è registrato un decesso per progressione di malattia. 
Dopo 6 cicli dall’inizio del trattamento l’ORR ammontava al 57,4%, con 29.7% di CR, 
12,8% di PR e 14,9% di HI. In questo periodo 10 pazienti progredivano e 3 di questi 
morivano come conseguenza di tale evoluzione di malattia. 
 
TOSSICITÀ DEL TRATTAMENTO 
Nel complesso, il trattamento con 5-Azacitidina è stato ben tollerato. La tossicità 
ematologica è stata la più rappresentata benché in associazione con il trattamento con 5-
Azacitidina sia stato impostato supporto con fattori di crescita (Eritropoietina e G-CSF). 
Neutropenia di grado 1-2 e di grado 3-4 si sono verificate rispettivamente nel 34% e nel 
55,4% dei pazienti, mentre il 10,6% di pazienti non ha presentato neutropenia. Anemia di 
grado 1-2 e di grado 3-4 si sono verificate rispettivamente nel 48.9% e 38,3% dei 
pazienti. Piastrinopenia di grado 1-2 e di grado 3-4 si sono verificate rispettivamente nel 
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46,8% e nel 36,2% dei pazienti. Eventi emorragici (grado 3-4) si sono verificati nel 4,3% 
dei pazienti come: melena ed ematoma intra-epatico. Eventi trombotici di grado 1-2 
(trombosi venose superficiali dell’arto inferiore) e grado 3-4 (trombosi venosa profonda 
massiva) si sono verificati rispettivamente nel 4,3% e 2,1% dei pazienti. Le tossicità 
ematologiche riscontrate sono riassunte nella tabella. 
 
 
Tossicità Ematologica Grado 1-2 Grado 3-4 
Neutropenia 34,00% 55,40% 
Anemia 48,90% 38,30% 
Piastrinopenia 46,80% 36,20% 
Tabella 12: Tossicità Ematologica in Corso di Trattamento 
 
Le tossicità extra ematologica più rappresentata è stata la presenza di nausea di grado 1-
2 nel 14,9% dei casi e di reazione cutanea nel sito di somministrazione del farmaco di 
grado 1-2 nell' 8,5% dei casi e di grado 3-4 in un singolo caso; in tale paziente si è resa 
comunque necessaria una sospensione del trattamento. 
Le tossicità d’organo sono risultate di scarsa rilevanza. Solo un paziente ha presentato 
intolleranza al trattamento per epigastralgia di grado 4, con sospensione per tale 
motivazione. La maggioranza dei pazienti non ha presentato tossicità epatica (95,7%) né 
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renale (93,6%). Solo il 4,3% ha presentato modesto rialzo delle transaminasi (grado 1-
2), ma senza necessità di sospensione del trattamento. Solo il 4,3% ha presentato 
modesto incremento della creatinina (grado 1-2), con insufficienza renale di grado 3-4 in 
un solo paziente. 
Non si è verificata tossicità cardiaca nel 95,7% dei casi; 2 pazienti hanno invece 
presentato eventi cardiaci di grado 3-4 in corso di terapia (scompenso cardiaco, flutter 
atriale). 
La sintomatologia sistemica maggiormente lamentata è stata la fatigue di grado 1-2 nel 
8,5% dei pazienti e di grado 3-4 nel 4,3% dei pazienti. 
Non si è verificata tossicità neurologica ad eccezione di un caso di ischemia cerebrale 
con decesso del paziente. 
In 3 pazienti, in corso del follow-up, è stata riscontrata una seconda neoplasia extra-
ematologica (melanoma, carcinoma gastrico, carcinoma vescicale). 
In 14 pazienti si è verificata una neutropenia febbrile di grado 3 senza evidenza 
microbiologica di infezione documentata. Tuttavia in 8 casi è stato possibile documentare 
la presenza radiologica di un processo infettivo a carico del polmone. In ulteriori 3 casi si 
è verificata infezione dei tessuti molli (cellulite, ascesso dentario, ascesso cutaneo). 
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Valutazione della sopravvivenza 
L' OS calcolato con un follow up mediano di 47 mesi ( range 1 - 240), risultava pari all' 
80% dopo 24 mesi. 
Illustrazione 4: OS dell' Intera Serie 
 
Lo studio statistico in analisi univariata non ha mostrato alcuna correlazione significativa 
con la risposta valutata ai 2°, 3° e 4° cicli. 
Confrontando le caratteristiche demografiche e cliniche dei pazienti al momento dell’inizio 
del trattamento con l’OS a 2 anni non è emersa alcuna correlazione statisticamente 
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significativa tra OS ed età (inferiore o uguale/maggiore a 65 anni), sesso, cariotipo e 
numero di blasti. 
Non si osservata alcuna correlazione statisticamente significativa dell’OS a 2 anni con le 
due macrocategorie WPSS calcolate al momento dell’inizio del trattamento (WPSS-t0) e 
successivamente ai cicli 2°, 3°, 4° e 6° dall’inizio del trattamento. 
 
Valutazione della sopravvivenza libera da progressione 
Con un follow-up mediano di 47 mesi (range 1 - 240), la PFS mediana risultava di 32 
mesi, con una PFS a 24 mesi pari al 66%. 
Illustrazione 5: PFS intera serie 
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Confrontando le caratteristiche basali dei pazienti al momento dell’inizio del trattamento 
con la PFS a 2 anni non è emersa alcuna correlazione statisticamente significativa tra 
PFS e fascia d’età (inferiore a 65 anni o meno), sesso del paziente e numero di blasti al 
momento della trattamento, classe di rischio citogenetico. 
Allo stesso modo non si è osservata alcuna correlazione statisticamente significativa della 
PFS a 2 anni con le due macrocategorie WPSS definite all’inizio del trattamento. 
 
Monitoraggio dell’espressione dei geni WT1 e RPS14 
 
RPS14 e WT1: VALUTAZIONE IMPATTO PROGNOSTICO 
 
Confrontando le caratteristiche basali dei pazienti al momento dell’inizio del trattamento 
con i livelli di espressione di WT1 e RPS14 non è emersa alcuna correlazione 
statisticamente significativa tra questi e fascia d’età (inferiore a 65 anni o meno), sesso 
del paziente, numero di blasti percentuali pre-trattamento, trasfusione dipendenza. 
Complessivamente l’ORR dopo il 2°, 4° e 6° ciclo non è stata statisticamente influenzata 
dai livelli di espressione di WT1 pre-trattamento in analisi univariata. Non è stata 
osservata alcuna correlazione statisticamente significativa tra la variazione dei livelli di 
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espressione WT1 a 16 settimane e fascia d’età, sesso, blasti percentuali all’inizio del 
trattamento, cariotipo, trasfusione dipendenza. 
In analisi uni variata, si è visto come i livelli di WT-1 misurati alla diagnosi o 
immediatamente prima dell'inizio del trattamento non influenzino l'OS. 
Illustrazione 6: OS e livelli WT1 alla diagnosi 
La valutazione dei livelli di espressione di RPS14 alla diagnosi o immediatamente prima 
dell'inizio del trattamento, in analisi univariata, pur non avendo evidenziato un ruolo  
significativo (p= 0,142) ha fatto osservare un trend positivo con OS a 2 anni pari al 74% 
per i pazienti che mostravano bassa espressione di RPS14(Low) verso un OS del 100% a  
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2 anni per i pazienti con alti livelli di espressione di RPS14 (High) 
 
Illustrazione 7: OS & RPS14 misurati pre-trattamento 
In analisi univariata, la valutazione dei livelli di espressione di WT1 alla diagnosi o 
immediatamente prima dell'inizio del trattamento, ha mostrato che anche la PFS non è 
influenzata dai livelli di espressione. 
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Illustrazione 8: PFS & livelli di espressione di WT1 misurati alla diagnosi o 
immediatamente prima del trattamento 
 
 
Mentre è risultata significativamente influenzata dai livelli di espressione di RPS14 pre 
trattamento: per i pazienti con bassi livelli di RPS14 (Low) la PFS a 2 anni risultava del 
57% contro il 100% dei pazienti che esprimevano alti livelli di RPS14 (High) pre-
trattamento (p=0,021) 
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Illustrazione 9: PFS e livelli RPS14 misurati pre-trattamento 
 
 
RPS14 e WT1: VALUTAZIONE DELLA CORRELAZIONE VARIAZIONE DEI LIVELLI DI 
ESPRESSIONE – STATO DI MALATTIA 
Dei 37 pazienti della sottopopolazione selezionata, abbiamo valutato 33 pazienti sulla 
base della possibilità del dosaggio contemporaneo dei due geni, al fine di mettere in 
relazione le variazioni dell' espressione genica con lo stato di malattia, valutato secondo i 
criteri IWG. Sono stati condiserati un totale di 177 determinazioni per WT1 e 159 
determinazioni per RPS14, comprensive delle determinazioni alla diagnosi; ed un totale di 
144 pnt di FU per WT1 e 126 pnt di FU per RPS, esclusi i punti alla diagnosi. 
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La discrepanza nel numero delle determinazioni tra i due geni è dovuta alla impossibilità 
di dosaggio dell' RPS per inadeguatezza del campione. 
Delle 126 determinazioni in FU di RPS: 82 (65,6 %) delle determinazioni quantitative 
mostravano trascritto stabile; 26 (20,8 %) mostravano trascritto ridotto; 18 (14,4 %) 
mostravano trascitto aumentato (secondo i canoni prima definiti per parlare di stabilità, 
riduzione ed incremento). 
Delle 144 determinazioni in FU di WT1: 83 (57,6 %) mostravano trascritto stabile; 39 
(27%) mostravano trascritto ridotto; 22 (15,2 %) mostravano trscritto aumentato. 
14 pazienti sono stati valutati in fase di Malattia Stabile ed i dati raccolti mostravano che: 
9/14 pazienti (64 %) presentavano determinazioni concomitanti di WT1 e RPS14 stabili, 
pari al 64 % di concordanza tra dati molecolari e clinici, nonchè concordanza tra WT1 e 
RPS14.  
8 pazienti sono stati valutati in fase di Remissione di Malattia ed i dati raccolti mostravano 
che 5/8 pazienti (62%) presentavano determinazioni concomitanti di WT1 e RPS14 
ridotti, pari al 62 % di concordanza tra i dati molecolari e clinici, nonchè concordanza tra 
WT1 e RPS14. 
11 pazienti sono stati valutati in fase di Progressione di Malattia ed i dati raccolti 
mostravano che 6/11 pazienti (54,5 %) presentavano determinazioni concomitanti di WT1 
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e RPS14 aumentati, pari al 54,5 % di concordanza tra i dati molecolari e dati clinici, 
nonchè concordanza tra WT1 e RPS14. 
Abbiamo proceduto a valutare le variazioni dell'espressione genica e la loro predittività 
nelle diverse fasi di malattia. 
Degli 8 pazienti studiati in fase di Remissione di Malattia i livelli di espressione dei due 
geni erano così suddivisi: per RPS14 5/8 (62 %) mostravano riduzione dei livelli di 
espressione e quindi concordanza col dato clinico; 3/8 (38 %) mostravano discordanza 
col dato clinico presentando stabilità o incremento dei valori. 
Per WT1 6/8 pazienti (75% ) mostravano riduzione dei livelli di espressione e quindi 
concordanza col dato clinico; 2/8 (25 %) mostravano discordanza col dato clinico 
presentando stabilità o incremento dei valori. 
 
 RPS14 WT1 
 
p (+) 
 
5/8 (62 %) 
 
6/8 (75 %) 
 
p (+) 
 
3/8 (38 %) 
 
2/8 (25%) 
Tabella 13: Predittività in fase di Remissione di Malattia 
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In fase di Malattia Stabile (14 pazienti) i livelli di espressione dei due geni in esame si 
sono mostrati così suddivisi: per RPS14 11/14 (79 %) mostravano stabilità nei livelli di 
espressione e quindi concordanza col dato clinico; 3/14 (21 %) mostravano discordanza 
col dato clinico presentando incremento o riduzione dei valori. 
Per WT1 9/14 pazienti (64 %) mostravano stabilità nei livelli di espressione, quindi, 
concordanza col dato clinico; 5/14 (36 %) mostravano discordanza presentando 
incremento o riduzione dei valori. 
 RPS14 WT1 
 
p(+) 
 
11/14 (79 %) 
 
9/14 (64 %) 
 
p(+) 
 
3/14 (21 %) 
 
5/14 (36 %) 
Tabella 14: Predittivita in fase di Malattia Stabile 
 
In fase di Progressione di Malattia (11 pazienti) i livelli di espressione dei due geni in 
esame si sono mostrati così suddivisi: per RPS14 6/11 (54,5 %) mostravano incremento 
dei livelli di espressione e quindi concordanza col dato clinico; 5/14 (45,5 %) mostravano 
discordanza col dato clinico presentando stabilità o riduzione dei valori. 
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Per WT1 9/11 pazienti (82 %) mostravano incremento nei livelli di espressione, quindi, 
concordanza col dato clinico; 2/11 (18,1 %) mostravano discordanza presentando stabilità 
o riduzione dei valori. 
 
 RPS24 WT1 
 
p (+) 
 
6/11 ( 54,5 %) 
 
9/11 (82 %) 
 
p (+) 
 
5/11 (45,5 %) 
 
2/11 (18,1 %) 
Tabella 15: Predittività in fase di Progressione di Malattia 
 
RPS14 e WT1 hanno quindi dimostrato di essere entrambi ottimi marcatori sia in fase di 
Remissione che di Progressione di Malattia, capaci di predire l'andamento nella 
maggioranza dei casi. 
L' RPS14, infatti, ha mostrato una concordanza col dato clinico in 22/33 casi ed un 
valore predittivo positivo complessivo del 67%. 
WT1 ha mostrato una concordanza col dato clinico in 24/33 casi ed un valore predittivo 
positivo complessivo del 73 %, dimostrandosi anche migliore dell'RPS14 elevandosi prima 
del dato clinico in 2 casi di Progressione di Malattia. 
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DISCUSSIONE 
 
Le SMD possono manifestarsi con ampio spettro di presentazioni cliniche, potendo variare 
da disturbi a decorso indolente a forme a rapida evoluzione leucemica. Ciò fa supporre 
che SMD e LMA possano essere considerate step diversi del medesimo percorso di 
malattia, piuttosto che disordini distinti. Molti ricercatori hanno dedicato nel corso degli 
anni la loro attenzione all’ individuazione di marcatori, che possano predire precocemente 
la tendenza alla progressione in pazienti ad alto rischio di trasformazione leucemica e la 
prognosi in corso di trattamento. Un approccio di questo tipo aiuterebbe ad impostare al 
meglio il momento di inizio, la frequenza dei cicli di trattamento, nonchè i controlli nei 
pazienti. Gruppi di autori hanno studiato la possibilità di creare uno score di fattori 
prognostici che possano predire la risposta a diversi tipi di trattamento, incluso quello con 
agenti demetilanti ed azacitidina in particolare (Itzykson, 2011). Altri hanno studiato la 
possibilità che lo stato di metilazione globale possa predire la risposta al trattamento sulla 
base del meccanismo d’azione del farmaco (Shen, 2010), ma questo tipo di approccio 
implica laboratori di biologia molecolare attrezzati ad hoc ed è pertanto un modello 
scarsamente applicabile ad un vasto numero di realtà cliniche. Esiste poi un tentativo 
basato su pochi fattori molecolari facilmente rilevabili mediante semplici metodiche quali la 
PCR quantitativa, che si pone a metà tra un sistema prognostico esclusivamente clinico o 
esclusivamente molecolare, con il vantaggio della più facile accessibilità da parte di più 
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centri.  Come primo aspetto dello studio, abbiamo cercato di valutare se nel Nostro Centro 
il trattamento con 5-Azacitidina avesse portato alla stessa percentuale di risposte ed allo 
stesso out-come riportato in letteratura. Il trattamento con agenti demetilanti conferisce 
certamente un vantaggio in termini di OS e LFS rispetto alla terapia di supporto, numeri 
che probabilmente potrebbero ulteriormente migliorare in caso di strutturazione di regimi di 
associazione o stratificazione migliore dei pazienti candidabili al trattamento (Blum 2010; 
Garcia-Manero 2010; Gore 2011).  
La nostra casistica ha incluso 53 pazienti affetti da Sindrome Mielodisplastica o Leucemia 
acuta Mieloblastica oligoblastica, che sono stati trattati tra il Settembre 2005 ed il Giugno 
2012 con 5-Azacitidina secondo la schedula standard. Il follow-up è stato aggiornato al 7 
Ottobre 2012. In accordo con la letteratura, che prevede, per il trattamento con 5-Aza, 
tassi di risposta quali ORR, CR, PR, Sopravvivenza Mediana rispettivamente del 11%; 
10%; 1%; 20 mesi (IWG- International Working Group-criteria response)(Cheson B D), 
già dopo 3 cicli dall’inizio del trattamento 24 pazienti avevano acquisito una risposta, per 
cui l'ORR raggiungeva il 45%, di cui 13% CR , 9,4% PR. Fino a giungere dopo 6 cicli 
dall’inizio del trattamento ad un ORR pari al 57% con il 30% di CR, il 13% di PR. Il 
trattamento con 5-Azacitidina è stato ben tollerato, nonostante un 20% circa di 
complicanze infettive, risoltesi dopo appropriato trattamento antimicrobico. Tali dati, pur 
provenienti da una casistica di soli 53 casi, ben ricalcano quanto riportato in letteratura, 
confermando quanto il trattamento con azacitidina sia effettivamente ben tollerato ed 
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efficacie, motivo per il quale è il regime ormai riconosciuto come trattamento standard 
delle MDS ad alto rischio negli USA ed in Europa. 
Altro aspetto interessante di questo lavoro riguarda la valutazione dell'impatto prognostico 
offerto dall' analisi di RPS14 e WT1 quali marcatori molecolari.  
RPS14, noto da tempo quale determinante del difetto eritroide nella sindrome 5q-, alla 
quale partecipa con meccanismo di aploinsufficienza, è stato dimostrato ridotto anche in 
soggetti non 5q- e sempre influenzante il deficit eritroide. In questi casi il meccanismo che 
sottende ai ridotti livelli di espressione non è noto, ma studi hanno dimostrato come il 
trattamento con lenalidomide (prima linea di trattamento per soggetti a basso rischio e con 
sindrome 5q-) ne ripristini i livelli (Galimberti S 2010), oltre che col meccanismo ormai 
accertato di soppressione del clone maligno nel soggetti con 5q-, con meccanismi ancora 
non del tutto noti nei soggetti non 5q-. Si è deciso quindi di analizzare i livelli di 
espressione del gene alla diagnosi così da valutarne la possibile associazione con gli 
indici di sopravvivenza e di prognosi (OS e PFS), nonchè analizzarne l'andamento in 
corso di FU dei pazienti in trattamento con aza, al fine di valutare se e come l'aza 
influenzi i livelli di espressione genica. Uno studio precedente aveva valutato la presenza 
di una stratificazione dei livelli di espressione di RPS14 alla diagnosi nei diversi gruppi di 
rischio, e ritrovato nei gruppi a rischio basso (IPSS score) una migliore prognosi nei casi 
a bassa espressione (sopravvivenza mediana 25 mesi) (Akos C. Et al 2009). Nel nostro 
studio, comprensivo di 28/37 (75%) casi di score prognostico elevato (WPSS high+very 
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high) è stato dimostrato come gli alti livelli di espressione di RPS 14 alla diagnosi 
correlino ad una migliore prognosi,(seppure in modo non significativo) mostrando un OS 
pari al 100% a 24 mesi negli High Vs 74% a 24 mesi dei Low. Allo stesso modo la PFS 
risultava positivamente, nonchè significativamente (p= 0,021), influenzata dagli elevati 
livelli di RPS alla diagnosi mostrando il 100% PFS a 24 mesi Vs 57% dei Low, 
confermando studi precedentemente effettuati nel Nostro Centro. Ciò, oltre a dover 
stimolare la ricerca nel valutare la relazione dei valori di RPS14 con OS in casistiche più 
ampie, suggerisce certamente una possibile straficazione dei pazienti pre-trattamento, i 
quali, seppur classificati come ad alto rischio negli score prognostici, potrebbero essere 
candidati a cicli di chemioterapia meno pesanti o più dilazionati. Allo stesso modo, ma con 
valore contrario, bassi livelli di espressione di RPS14 alla diagnosi, nei pazienti con score 
prognostico elevato, potrebbero identificare un gruppo di pazienti a necessità più 
immediata di ricevere trattamento o/e magari un trattamento più aggressivo o prolungato.  
WT1, noto per essere un ottimo indicatore prognostico in corso di leucosi acute, 
predicendo con i suoi incrementi di espressione l' imminente ripresa di malattia (Cilloni D 
et al 2002), nonchè, marcatore di malattia minima residua dopo trapianto allogenico 
(Cilloni D et al 2003), correlato a prognosi e sopravvivenza (Hou et al 2010; Cilloni et al 
2008). Da qualche anno è oggetto di studi anche nel campo delle SMD con interessanti 
risultati. E' stata vista, infatti, una correlazione significativa tra livello di espressione e 
classe prognostica IPSS, essendo più elevato nei pazienti a classe prognostica peggiore 
ed incrementando durante la progressione della malattia (Cilloni D et al 2003). Anche in 
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studi precedentemente condotti presso il Nostro Centro è stato dimostrato un ruolo 
predittivo dei valori di WT1 alla diagnosi in pazienti affetti da SMD a basso ed alto rischio. 
WT1 sembra essere un marcatore affidabile di recidiva in corso di SMD prevedendo, 
mediante l'incremento dei suoi valori in corso di FU, il peggioramento dello stato di 
malattia, nonchè la probabilità di evoluzione in LMA. Nel nostro studio sono stati valutati i 
suoi livelli di espressione sia alla diagnosi che in corso di FU, così da valutarne l'impatto 
prognostico e le variazioni durante il trattamento con Aza. Purtroppo, nonostante l'attesa 
plausibile, la determinazione dei livelli di espressione di WT1 alla diagnosi non influenzano 
significativamente gli score prognostici OS e PFS.  
Nel valutare la variazione dell'espressione genica dei due marcatori in esame nei punti di 
FU, si è correlato il loro valore e le loro variazioni, allo stato di malattia ed alle variazioni 
di quest' ultimo.  Durante le misurazioni effettuate in corso di trattamento, contrariamente 
a quanto farebbe ipotizzare la relazione intercorrente tra RPS14 e SMD, nei pazienti non 
si è osservato un incremento dell'espressione di RPS14 al momento del raggiungimento 
della risposta. Anzi, si è osservata una riduzione dei suoi livelli in corso di trattamento, 
consensuale all'ottenimento della risposta nel paziente, nonchè alla riduzione dei livelli di 
WT1. Allo stesso modo RPS ha mostrato delle oscillazioni consensuali alle variazioni dello 
stato di malattia in fase di stabilità e di ripresa.  I livelli di espressione di RPS14 hanno 
dimostrato una buona predittività in corso di tutte le fasi di malattia: mantenedosi costante 
in corso di Malattia Stabile, elevandosi in corso di Progressione di Malattia, calando in 
fase di Remissione.  
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Al momento gli unici dati che motivano la presenza di bassi livelli di RPS14 nei pazienti 
affetti da SMD alla diagnosi, riguardano esclusivamente il modello della sindrome 5q-, 
laddove i bassi livelli di espressione osservati correlano con l'aploinsuffcienza anziché con 
modificazioni epigenetiche. Al contrario, non esistono dati concernenti la modulazione di 
espressione di RPS14 in un modello non caratterizzato dalla delezione del cromosoma 5 
come quello discusso in questa tesi. Possiamo però ipotizzare che nella fase non 
proliferativa della malattia (quando prevale l'apoptosi ed il difetto eritroide) ci sia 
comunque un controllo epigenetico dell'espressione del gene; probabilmente, al momento 
dell'evoluzione della SMD in fase proliferativa, tali meccanismi di controllo potrebbero 
venir meno, con conseguente aumento del trascritto stesso come osservato nei pazienti in 
progressione. Allo stesso modo potrebbe trattarsi di alterazioni nei miRNA. Non è mai 
stata studiata, infatti, la relazione intercorrente tra miRNA ed RPS14, ovvero come 
regolino quest'ultimo. L'ipotesi potrebbe quindi essere un' alterazione epigenetica, quale 
un' ipermetlazione dei miRNA o di qualche altra molecola di regolazione, nel pre-
trattamento, per cui questa non vada ad influenzare la trascrizione dell RPS, che, libero di 
essere trascritto, viene misurato a livelli normali. Durante il trattamento, l' alterazione 
verrebbe eliminata, la molecola sarebbe libera di andare a interferire, non si sa a che 
livello (genomico, trascrittomico, o proteomico), con l' RPS14 silenziandolo, per cui i suoi 
livelli calerebbero con l'ottenimento della risposta. Allo stesso modo l'incremento dei livelli 
osservati in corso di recidiva, potrebbe esser attribuibile alla ri-espansione del clone 
neoplastico, magari per un processo di adattamento con incremento nell'espressione delle 
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pompe di estrusione da parte delle cellule del clone neoplastico. Se così fosse, l' RPS14 
potrebbe fungere da marker molecolare del clone neoplastico. Ovviamente, tali 
meccanismi patogenetici saranno oggetto del proseguio di questo studio. 
Come atteso, WT1 ha mostrato una predittività molto alta nelle variazioni in fase di 
Ripresa di Malattia assistendo ad un incremento dei suoi valori: innalzandosi rapidamente 
e consensualmente, con una concordanza col dato clinico pari all' 82 %; nonchè in 2 casi, 
elevandosi prima che la progressione si verificasse. Anche nelle altre variazioni dello stato 
di malattia ha mostrato una predittività molto alta, assistendo ad una riduzione dei suoi 
livelli in fase di Remissione ed una stabilità dei livelli di espressione in fase di Malattia 
Stabile. Ponendo i due marcatori a confronto in corso di FU, la predittività maggiore è 
stata mostrata da WT1, che si conferma ottimo marker per valutare l'andamento del 
paziente e stratificarne il rischio di ripresa di malattia anche in corso di trattamento con 
Azacitidina. Viceversa RPS14 si dimostra migliore per la stratificazione iniziale del 
paziente alla diagnosi, capace di influenzare significativamente la PFS. Dallo studio si 
evince, che entrambi possono esser utilizzati come marcatori per la stratificazione del 
rischio (rispettivamente RPS14 alla diagnosi e WT1 in corso di FU), nonchè, se sarà 
validato da studi futuri, per l' impostazione del trattamento nei pz con SMD ad alto rischio. 
Lo schema attuale di trattamento, infatti, non specifica quanto a lungo far durare lo stesso, 
nè i canoni per incrementare la dose o ridurla o, quando e se, sospenderlo. Se futuri studi 
lo confermeranno si potrà pensare di ritardare l'inizio della terapia nei pazienti con RPS14 
high alla diagnosi, dilazionare la stessa nei pazienti che mantegono livelli di espressione 
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genica stabile o, viceversa, incrementarla o anticiparla. Il tutto al costo di un test 
molecolare. Questo studio seppur fondato su una piccola casistica unicentrica di circa 40 
pazienti speriamo ponga le basi a studi multicentrici di confronti.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 137 
RIFERIMENTI BIBLIOGRAFICI 
Aggerholm, A et al. Promoter hypermethylation of p15INK4B, HIC1, CDH1, and ER is 
frequent in myelodysplastic syndrome and predicts poor prognosis in early-stage patients. 
Eur. J. Haematol. 2006, 76(1), 23-32 
Aggerholm, A.; Holm, M. S.; Guldberg, P.; Olesen, L. H.; Hokland, P. Promoter 
hypermethylation of p15INK4B, HIC1, CDH1, and ER is frequent in myelodysplastic 
syndrome and predicts poor prognosis in early-stage patients. Eur. J. Haematol. 2006, 
76(1), 23-32. 
Aguayo, A.; Kantarjian, H.; Manshouri, T.; Gidel, C.; Estey, E.; Thomas, D.; Koller, C.; 
Estrov, Z.; O'Brien, S.; Keating, M.; Freireich, E.; Albitar, M. Angiogenesis in acute and 
chronic leukemias and myelodysplastic syndromes. Blood 2000, 96(6), 2240-2245. 
Aksoy, M et al. Acute leukemia due to chronic exposure to benzene. Am. J. Med. 1972, 
52(2), 160-166 
Aksoy, M.; Dincol, K.; Erdem, S.; Dincol, G. Acute leukemia due to chronic exposure to 
benzene. Am. J. Med. 1972, 52(2), 160-166. 
Alberta JA, et al. Role of the WT1 tumor suppressor in murine hematopoiesis. Blood 
2003; 101: 2570–2574. 
 138 
Allsopp, R. C.; Vaziri, H.; Patterson, C.; Goldstein, S.; Younglai, E. V.; Futcher, A. B.; 
Greider, C. W.; Harley, C. B. Telomere length predicts replicative capacity of human 
fibroblasts. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992, 89(21), 10114-10118. 
Anargyrou, K et al. Incorporating novel agents in the treatment of myelodysplastic 
syndromes. Leukemia Research, vol. 34, no. 1, pp. 6–17, 2010. 
Aul, C et al. Epidemiological features of myelodysplastic syndrome: real or factitious? Int. 
J. Hematol. 2001, 73(4), 405-410. 
Aul, C.; Bowen, D. T.; Yoshida, Y. Pathogenesis, etiology and epidemiology of 
myelodysplastic syndromes. Haematologica 1998, 83(1), 71-86. 
Aul, C.; Giagounidis, U.; Germing, U. Epidemiological features of myelodysplastic 
syndrome: real or factitious? Int. J. Hematol. 2001, 73(4), 405-410 
Azzarà et al. High-dose (40.000 IU twice/week) alpha recombinant human erythropoietin 
as single agent in low-intermediate risk myelodisplastic syndromes: a retrospective 
investigation about 133 patients treated in a single institute. American Journal oh 
Hematology 2011; 86 : 762-767. 
Babicz, M.; Kowalczyk, J. R.; Winnicka, D.; Gaworczyk, A.; Lejman, M.; Dmowski, R.; 
Kaczanowska, K. The effectiveness of high-resolutioncomparative genomic hybridization in 
detecting the most common chromosomal abnormalities in pediatric myelodysplastic 
syndromes. Cancer Genet. Cytogenet. 2005, 158(1), 49-54. 
 139 
Bai, R.; Wu, S.; Zhu, P.; Xue, H.; Xu, Y.; Qin, X. Quantitative study of calcitonin gene 
methylation in myelodysplastic syndromes. Zhonghua Xue. Ye. Xue. Za Zhi. 1997, 18(1), 
17-20. 
Baldus, C et al Clinical outcome of de novo acute myeloid leukaemia patients with normal 
cytogenetics is affected by molecular genetic alterations: a concise review. British Journal 
of Haematology, (2007)137, 387–400. 
Bannister, A. J.; Miska, E. A.; Gorlich, D.; Kouzarides, T. Acetylation of importin-alpha 
nuclear import factors by CBP/p300. Curr. Biol. 2000, 10(8), 467-470. 
Barragan E et al. Prognostic implications of Wilms’ tumor gene (WT1) expression in 
patients with de novo acute myeloid leukemia. Haematologica 2004; 89: 926–933. 
Barlow JL, Drynan LF, Hewett DR, Holmes LR, Lorenzo- Abalde S, Lane AL, et al. A 
p53-dependent mechanism underlies macrocytic anemia in a mouse model of human 5q- 
syndrome. Nat Med 2010; 16:59-66. 
Benito, A., et al NOD/SCID mice transplanted with marrow from patients with 
myelodysplastic syndrome (MDS) show long-term propagation of normal but not clonal 
human precursors. Leukemia Research, (2003) 27, 425–436. 
Bennett JM, et al. Proposals for the classification of the myelodysplastic syndromes. Br J 
Haematol 1982;51: 89-99. 
 140 
Bennett JM, Catovsky D, Daniel MT, Flandrin G, Galton DA, Gralnick HR, et al. Proposals 
for the classification of the myelodysplastic syndromes. Br J Haematol 1982;51: 89-99. 
Bernasconi, P et al Incidence and prognostic significance of karyotype abnormalities in de 
novo primary myelodysplastic syndromes: a study on 331 patients from a single institution. 
Leukemia, (2005) 19, 1424–1431. 
Bernasconi, P., World Health Organization classification in combination with cytogenetic 
markers improves the prognostic stratification of patients with de novo primary 
myelodysplastic syndromes. British Journal of Haematology, (2006) 137, 193– 205. 
Bernasconi P. Molecular pathways in myelodysplastic syndromes and acute myeloid 
leukemia: relationships and distinctions–a review. British Journal of Haematology,2008, 
142, 695–708 
Billstrom, R.; Johansson, H.; Johansson, B.; Mitelman, F. Immune-mediated complications 
in patients with myelodysplastic syndromes--clinical and cytogenetic features. Eur. J. 
Haematol. 1995, 55(1), 42-48. 
Blau, O et al. Chromosomal aberrations in bone marrow mesenchymal stroma cells from 
patients with myelodysplastic syndrome and acute myeloblastic leukemia. 
Blum. How Much? How Frequent? How Long? A Clinical Guide to New Therapies in 
Myelodysplastic Syndromes. Hematology 2010, 314-321. 
 141 
Bonnet, D. & Dick, J.E. Human acute myeloid leukaemia is organized as a hierarchy that 
originates from a primitive hematopoietic cell. Nature Medicine(1997), 3, 730–737 
Boultwood J. The role of haploinsufficiency of RPS14 and p53 activation in the molecular 
pathogenesis of the 5q- syndrome. Pediatric Reports 2011; volume 3(2), 25- 27. 
Boultwood J., Andrea Pellagatti, Andrew N. J. McKenzie and James S. Wainscoat; 
Advances in the 5q- syndrome; blood; 2010 116: 5803-5811 
Bouscary, D et al. Fas/Apo-1 (CD95) expression and apoptosis in patients with 
myelodysplastic syndromes. Leukemia 1997,11(6), 839-845. 
Bouscary, D.; De Vos, J.; Guesnu, M.; Jondeau, K.; Viguier, F.; Melle, J.; Picard, F.; 
Dreyfus, F.; Fontenay-Roupie, M. Fas/Apo-1 (CD95) expression and apoptosis in 
patients with myelodysplastic syndromes. Leukemia 1997, 11(6), 839-845. 
Brieger J, et al. The expression of the Wilms’ tumor gene in acute myelocytic leukemias 
as a possible marker for leukemic blast cells. Leukemia 1994; 8: 2138–2143. 
Briegel, K.; Lim, K. C.; Plank, C.; Beug, H.; Engel, J. D.; Zenke, M. Ectopic expression of 
a conditional GATA-2/estrogen receptor chimera arrests erythroid differentiation in a 
hormone-dependent manner. Genes Dev. 1993, 7(6), 1097-1109. 
Bruce D. Cheson, Peter L. Greenberg, John M. Bennett, Bob Lowenberg, Pierre W. 
Wijermans, Stephen D. Nimer, Antonio Pinto, Miloslav Beran, Theo M. de Witte, Richard 
 142 
M. Stone, Moshe Mittelman, Guillermo F. Sanz, Steven D. Gore, Charles A. Schiffer and 
Hagop Kantarjian; Clinical application and proposal for modification of the International 
Working Group (IWG) response criteria in myelodysplasia; blood; 2006 108: 419-425 
Brunner, B.; Gunsilius, E.; Schumacher, P.; Zwierzina, H.; Gastl, G.; Stauder, R. Blood 
levels of angiogenin and vascular endothelial growth factor are elevated in myelodysplastic 
syndromes and in acute myeloid leukemia. J. Hematother. Stem Cell Res. 2002, 11(1), 
119-125. 
Bug G, Ritter M, Wassmann B, et al. Clinical trial of valproic acid and all-trans retinoic 
acid in patients with poor-risk acute myeloid leukemia. Cancer 2005;104(12):2717– 
2725. 
Buonamici, S et al. EVI1 induces myelodysplastic syndrome in mice. Journal of Clinical 
Investigation (2004), 114, 713–719. 
Byrd, J.C., et al. Pretreatment cytogenetic abnormalities are predictive of induction 
success, cumulative incidence of relapse, and overall survival in adult patients with de 
novo acute myeloid leukaemia: results from Cancer and Leukemia Study Group B 
(CALGB 8461). Blood 2002, 100, 4325-4336. 
Campioni, D., et al. Evidence for a role of TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) 
in the anemia of myelodysplastic syndromes. American Journal of Pathology (2005), 166, 
557–563. 
 143 
Catenacci, D. V.; Schiller, G. J. Myelodysplasic syndromes: A comprehensive review. 
Blood Rev. 2005, 19(6), 301-319. 
Cheeson et al. Clinical application and proposal for modification of the International 
Working Group (IWG)response criteria in myelosdisplasia. Blood. 2006,; 108:419-425 
Chiusa L, et sl. Prognostic value of quantitative analysis of WT1 gene transcripts in adult 
acute lymphoblastic leukemia. Haematologica 2006; 91: 270–271. 
Christiansen, D. H.; Andersen, M. K.; Pedersen-Bjergaard, J. Methylation of p15INK4B is 
common, is associated with deletion of genes on chromosome arm 7q and predicts a poor 
prognosis in therapy-related myelodysplasia and acute myeloid leukemia. Leukemia 2003, 
17(9), 1813-1819. 
Cilloni D, Gottardi E, Messa F, Fava M, Scaravaglio P, Bertini M, Girotto M, Marinone C, 
Ferrero D, Gallamini A, Levis A, Saglio G, Piedmont Study Group on Myleodysplastic 
Syndromes Significant correlation between the degree of WT1 expression and the 
International Prognostic Scoring System Score in patients with myelodysplastic 
syndromes. 2003;21(10):1988. 
Cilloni D, Gottardi E, De Micheli D, Serra A, Volpe G, Messa F, Rege-Cambrin G, 
Guerrasio A, Divona M, Lo Coco F, Saglio G. Quantitative assessment of WT1 expression 
by real time quantitative PCR may be a useful tool for monitoring minimal residual disease 
in acute leukemia patients. 2002 Oct;16(10):2115-21. 
 144 
Cilloni D, Enrico Gottardi, Milena Fava, Francesca Messa, Sonia Carturan, Alessandro 
Busca, Angelo Guerrasio and Giuseppe Saglio; Usefulness of quantitative assessment of 
the WT1 gene transcript as a marker for minimal residual disease detection; 2003 102: 
773-774 
Cohen, H. Y.; Lavu, S.; Bitterman, K. J.; Hekking, B.; Imahiyerobo, T. A.; Miller, C.; Frye, 
R.; Ploegh, H.; Kessler, B. M.; Sinclair, D. A. Acetylation of the C terminus of Ku70 by 
CBP and PCAF controls Bax-mediated apoptosis. Mol. Cell 2004, 13(5), 627-638. 
Colombo, E. et al. Nucleophosmin is required for DNA integrity and p19Arf protein 
stability.Molecular and Cellular Biology. (2005), 25, 8874–8886. 
Corey SJ, Minden MD, Barber DL, Kantarjian H, Wang JC, Schimmer AD. Myelodysplastic 
syndromes: the complexity of stem-cell diseases. Nat Rev Cancer 2007; 7:118-29. 
Czibere et al. Low RPS14 expression is common in myelodysplastic syndromes without 
5q- aberration and defines a subgroup of patients with prolonged survival. Haematologica 
2009, 94 (10); 1453-55) 
Dalamaga, M et al. Risk factors for myelodysplastic syndromes: a case-control study in 
Greece. Cancer Causes Control. 2002, 13(7), 603-608. 
Deguchi, K. & Gilliland, D.G. Cooperativity between mutations in tyrosine kinases and in 
hematopoietic transcription factors in AML. Leukemia(2002), 16, 740–744. 
 145 
Della Porta et al. Risk stratification based on both disease status and extra-hematologic 
comorbidities in patients with myelodysplastic syndrome. Haematologica, 2011; 96(3) 
441-449. 
De Ruijter A. J. M. et al. Histone deacetylases (HDACs): characterization of the classical 
HDAC family,” Biochemical Journal, vol. 370, no. 3, pp. 737–749, 2003. 
Deuel TF, et al. Wilms’ tumor gene product WT1 arrests macrophage differentiation of HL-
60 cells through its zinc-finger domain. Biochem Biophys Res Commun 1999; 254:192–
196. 
Dhodapkar, M.; Grill, J.; Lust, J. A. Abnormal regional hypermethylation of the calcitonin 
gene in myelodysplastic syndromes. Leuk. Res. 1995, 19(10), 719-726. 
Diagnosis and classification of myelodysplastic syndrome: International Working Group on 
Morphology of myelodysplastic syndrome (IWGM-MDS) consensus proposals for the 
definition and enumeration of myeloblasts and ring sideroblasts (G.J. Mufti et al., 
Haematiologica 2008; 93(11), 1712-18). 
Draptchinskaia N, Gustavsson P, Andersson B, Pettersson M, Willig TN, Dianzani I, et al. 
The gene encoding ribosomal protein S19 is mutated in Diamond- Blackfan anaemia. Nat 
Genet 1999; 21:169-75. 
Dutt et al. Haploinsufficiency for ribosomal protein genes causes selective activation of 
p53 in human erythroid progenitor cells. Blood 2011 117: 2567-2576 
 146 
Ebert BL, Pretz J, Bosco J, Chang CY, Tamayo P, Galili N, et al. Identification of RPS14 
as a 5q-syndrome gene by RNA interference screen. Nature 2008; 451:3359. 
Ellisen LW et al. The Wilms tumor suppressor WT1 directs stage-specific quiescence and 
differentiation of human hematopoietic progenitor cells. EMBO J 2001; 20: 1897– 
1909Englert C et al. WT1 suppresses synthesis of the epidermal growth factor receptor 
and induces apoptosis. EMBO J 1995; 14: 4662–4675. 
Engelhardt, M.; Kumar, R.; Albanell, J.; Pettengell, R.; Han, W.; Moore, M. A. Telomerase 
regulation, cell cycle, and telomere stability in primitive hematopoietic cells. Blood 1997, 
90(1), 182-193. 
Epperson, D. E.; Nakamura, R.; Saunthararajah, Y.; Melenhorst, J.; Barrett, A. J. 
Oligoclonal T cell expansion in myelodysplastic syndrome: evidence for an autoimmune 
process. Leuk. Res. 2001, 25(12), 1075-1083. 
Estey, E. H. Modulation of angiogenesis in patients with myelodysplastic syndrome. Best. 
Pract. Res. Clin. Haematol. 2004, 17(4), 623-639. 
Faderl et al. Novel therapies for myelodysplastic syndromes. Cancer, vol. 101, no. 2, pp. 
226–241, 2004. 
Fadilah et al. GATA-1 and GATA-2 gene expression is related to the severity of dysplasia 
in myelodysplastic syndrome. Leukemia 2002, 16(8), 1563-1565 
 147 
Fenaux P, et al. Efficacy of azacitidine compared with that of conventional care regimens 
in the treatment of higher risk myelodysplastic syndromes: a randomised, open-label, 
phase III study. Lancet Oncol. 2009;10:223–232. 
Fenaux P, Mufti GJ, Santini V, et al. Azacitidine (AZA) treatment prolongs overall survival 
(OS) in higher-risk MDS patients compared with conventional care regimens (CCR): 
results of the AZA-001 phase III study. Blood 2007;110:250a.Abstract 817 
Fenaux P, Raza A, Mufti GJ, et al. A multicenter phase 2 study of the farnesyltransferase 
inhibitor tipifarnib in intermediate- to high-risk myelodysplastic syndrome. Blood 
2007;109(10):4158–4163. 
Flores-Figueroa, E.; Gutierrez-Espindola, G.; Montesinos, J. J.; Arana-Trejo, R. M.; 
Mayani, H. In vitro characterization of hematopoietic microenvironment cells from patients 
with myelodysplastic syndrome. Leuk. Res. 2002, 26(7), 677-686. 
Fraizer G, et al. Suppression of prostate tumor cell growth in vivo by WT1, the Wilms’ 
tumor suppressor gene. Int J Oncol 2004; 24: 461–471.20 
Fuino, L.; Bali, P.; Wittmann, S.; Donapaty, S.; Guo, F.; Yamaguchi, H.; Wang, H. G.; 
Atadja, P.; Bhalla, K. Histone deacetylase inhibitor LAQ824 down-regulates Her-2 and 
sensitizes human breast cancer cells to trastuzumab, taxotere, gemcitabine, and 
epothilone B. Mol. Cancer Ther. 2003, 2(10), 971-984. 
 148 
Furukawa, Y.; Kikuchi, J.; Nakamura, M.; Iwase, S.; Yamada, H.; Matsuda, M. Lineage-
specific regulation of cell cycle control gene expression during haematopoietic cell 
differentiation. Br. J. Haematol. 2000, 110(3), 663-673. Myelodysplastic Syndromes 
Current Cancer Drug Targets, 2007, Vol. 7, No. 6 557 
Geary CG, Marsh JCW, Gordon-Smith EC. Hypoplastic Myelodysplasia (MDS). British 
Journal of Haematology 1996; 94: 582-583. 
Greenberg, P.; Cox, C.; LeBeau, M. M.; Fenaux, P.; Morel, P.; Sanz, G.; Sanz, M.; 
Vallespi, T.; Hamblin, T.; Oscier, D.; Ohyashiki, K.; Toyama, K.; Aul, C.; Mufti, G.; 
Bennett, J. International scoring system for evaluating prognosis in myelodysplastic 
syndromes. Blood 1997, 89(6), 2079-2088. 
Dalamaga, M.; Petridou, E.; Cook, F. E.; Trichopoulos, D. Risk factors for myelodysplastic 
syndromes: a case-control study in Greece. Cancer Causes Control. 2002, 13(7), 603-
60 
Deeg, H. J.; Beckham, C.; Loken, M. R.; Bryant, E.; Lesnikova, M.; Shulman, H. M.; 
Gooley, T. Negative regulators of hemopoiesis and stroma function in patients with 
myelodysplastic syndrome. Leuk. Lymphoma 2000, 37(3-4), 405-414. 
Dubart, A.; Romeo, P. H.; Vainchenker, W.; Dumenil, D. Constitutive expression of GATA-
1 interferes with the cell-cycle regulation. Blood 1996, 87(9), 3711-3721. 
 149 
Ebert BL. Deletion 5q in myelodysplastic syndrome: a paradigm for the study of 
hemizygous deletions in cancer. Leukemia 2009; 23:1252-6. 
Fabre C, Carvalho G, Tasdemir E, Braun T, Ades L, Grosjean J, et al. NFkappaB 
inhibition sensitizes to starvation-induced cell death in high-risk myelodysplastic syndrome 
and acute myeloid leukemia. Oncogene 2007; 26:4071-83. 
Fadilah, S. A.; Cheong, S. K.; Roslan, H.; Rozie-Hanisa, M.; Yen, G. K. GATA-1 and 
GATA-2 gene expression is related to the severity of dysplasia in myelodysplastic 
syndrome. Leukemia 2002, 16(8), 1563-1565. 
Furukawa, Y. Cell cycle control during hematopoietic cell differentiation. Hum. Cell 1997, 
10(3), 159-164. 
Galimberti et al. WT1 expression levels at diagnosis could predict long-term time- 
progression in adult patients affected by acute myeloid leukaemia and myelodysplastic 
syndromes. Br J Haematol. 2010 May;149(3):451-4. 
Garcia-Manero G, et al. A prognostic score for patients with lower risk myelodysplastic 
syndrome. Leukemia. 2008;22(3):538-543. 
Garcia-Manero G. Prognosis of Myelodysplastic Syndromes. Hematology 2010, 330- 337 
Garcia-Manero G, et al. Phase I/II study of the combination of 5-aza-2′-deoxycytidine 
with valproic acid in patients with leukemia. Blood 2006;108(10):3271–3279 
 150 
Garcia-Manero G, Yang AS, Klimek V, et al. Phase I/II study of MGCD0103, an oral 
isotype-selective histone deacetylase (HDAC) inhibitor, in combination with 5- azacitidine 
in higher-risk myelodysplastic syndrome (MDS) and acute myelogenous leukemia (AML). 
Blood   07110:137a.Abstract 
Gazda, H.T. et al. Ribosomal protein S24 ene is mutated in Diamond-Blackfan anemia. 
American Journalof Human Genetics(2006), 79, 1110–1118. 
Germing et al. Refinement of the international prognostic scoring system (IPSS) by 
including LDH as an additional prognostic variable to improve risk assessment in patients 
with primary myelodysplastic syndromes (MDS). Leukemia. 2005;19(12):2223- 2231. 
Gersuk, G. M.; Lee, J. W.; Beckham, C. A.; Anderson, J.; Deeg, H. J. Fas (CD95) 
receptor and Fas-ligand expression in bone marrow cells from patients with 
myelodysplastic syndrome. Blood 1996, 88(3), 1122-1123. 
Gojo I, et al. Phase 1 and pharmacological study of MS-275, a histone deacetylase 
inhibitor, in adults with refractory and relapsed acute leukemias. Blood 
2007;109(7):2781–2790. 
Golshayan ARet al. Efficacy of growth factors compared to other therapies for low-risk 
myelodysplastic syndromes. Br J Haematol. 2007;137:125-13 
Goodyer P, et al. Repression of the retinoic acid receptor-alpha gene by the Wilms’ tumor 
suppressor gene product, wt1. Oncogene 1995; 10: 1125–1129. 
 151 
Gore. Future directions in Myelodispastic Syndrome: Newer agents and the role of 
combination approaches. Cancer Control, 2008, vol15(4), 40-49. 
Gore. New ways to use DNA Methyltransferase Inibitors for treatment of Myelodisplastici 
Syndrome. Heamatology 2011; 550-555. 
Gore SD, et al. Time-dependent decision analysis: stable disease in azacitidine-treated 
patients with higher-risk MDS [abstract 6503]. J Clin Oncol. 2010;28. 
Gore SD, et al. Impact of the putative differentiating agent sodium phenylbutyrate on 
myelodysplastic syndromes and acute myeloid leukemia. Clin Cancer Res 
2001;7(8):2330–2339 
Gore SD, Jiemjit A, Silverman LB, et al. Combined methyltransferase/histone deacetylase 
inhibition with 5-azacitidine and MS-275 in patients with MDS, CMMoL, 95 and AML: 
clinical response, histone acetylation and DNA damage . Blood 2006;108:156a. 
Greenberg P, Cox C, LeBeau MM, Fenaux P, Morel P, Sanz G, et al. International scoring 
system for evaluating prognosis in myelodysplastic syndromes. Blood 1997;89: 2079-88. 
Greenberg PL, Tuechler H, Schanz J, Sanz G, Garcia-Manero G, Solé F, et al. Blood. 
2012 Sep 20;120(12):2454-65. Epub 2012 Jun 27. 
Greenberg. Current therapeutic approaches for patients with myelodysplastic syndromes. 
British Journal of Haematology, vol. 150, no. 2, pp. 131–143, 2010. 
 152 
Guillermo Garcia-Manero et al. Safety and efficacy of azacitidine in myelodysplastic 
Syndromes. Drug Design, Development and Therapy 2010:4 221–229 
Haase, D et al. New insights into the prognostic impact of karyotype in MDS and 
correlations with subtypes: evidence from a core dataset of 2124 patients. Blood(2007), 
110, 4385–4395. 
Haber DA, et al. WT1-mediated growth suppression of Wilms tumor cells expressing a 
WT1 splicing variant. Science 1993;262: 2057–2059. 
Haggarty, S. J.; Koeller, K. M.; Wong, J. C.; Grozinger, C. M.; Schreiber, S. L. Domain-
selective small-molecule inhibitor of histone deacetylase 6 (HDAC6)-mediated tubulin 
deacetylation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2003, 100(8), 4389-4394. 
Harris NL, Jaffe ES, Diebold El, et al. World Health Organization classification of 
neoplastic disease of the hematopoietic and lymphoid tissues: report of the Clinical 
Advisory Committee meeting, Airlie House, Virginia, November 1997. J Clin Oncol 
1999;17:3835-3849. 
Hellstr¨om-Lindberg and L. Malcovati, Supportive care and use of hematopoietic growth 
factors in myelodysplastic syndromes. Seminars in Hematology, vol. 45, no. 1, pp. 14–22, 
2008. 
 153 
Hellstr¨om-Lindberg et al. A validated decision model for treating the anemia of 
Myelodisplastic syndromes eith erythropoietin + granulocyte clony-stimulating factor: 
significant effects on quality of life. Br J Haematol 2003;120:1037-1046. 
Herman, J. G.; Civin, C. I.; Issa, J. P.; Collector, M. I.; Sharkis, S. J.; Baylin, S. B. Distinct 
patterns of inactivation of p15INK4B and p16INK4A characterize the major types of 
hematological malignancies. Cancer Res. 1997, 57(5), 837-841. 
Herman, J. et al. Distinct patterns of inactivation of p15INK4B and p16INK4A characterize 
the major types of hematological malignancies. Cancer Res. 1997, 57(5), 837-841. 
Herman JG, et al. Gene silencing in cancer in association with promoter hypermethylation. 
N Engl J Med 2003;349(21):2042–2054Hirai, H. Molecular mechanisms of 
myelodysplastic syndrome. Jpn. J. Clin. Oncol. 2003, 33(4), 153-160 
Hirai, H. Molecular mechanisms of myelodysplastic syndrome. Jpn. J. Clin. Oncol. 2003, 
33(4), 153-160. 
Hiraku, Y.; Kawanishi, S. Oxidative DNA damage and apoptosis induced by benzene 
metabolites. Cancer Res. 1996, 56(22), 5172-5178. 
Hodge DR, Li D, Qi SM, Farrar WL. IL-6 induces expression of the Fli-1 proto-oncogene 
via STAT3. Biochem Biophys Res Commun 2002; 292:287-91. 
 154 
Holsinger AL, Ramakrishnan A, Storer B, et al. Therapy of myelodysplastic syndrome 
(MDS) with azacitidine given in combination with etanercept: a phase II study. Blood 
2007;110:435° 
Horrigan, et al. Delineation of a minimal interval and identification of 9 candidates  or a 
tumor suppressor gene in malignant myeloid disorders on 5q31. Blood 2000, 95(7), 
2372-2377. 
Hossain A, et al. N-terminally truncated WT1 protein with oncogenic properties 
overexpressed in leukemia. J Biol Chem 2006; 281: 28122–2813 
Hsu, H.; Huang, J.; Shu, H. B.; Baichwal, V.; Goeddel, D. V. TNFdependent recruitment 
of the protein kinase RIP to the TNF receptor-1 signaling complex. Immunity 1996, 4(4), 
387-396. 
Hsu, H.; Xiong, J.; Goeddel, D. V. The TNF receptor 1-associated protein TRADD signals 
cell death and NF-kappa B activation. Cell 1995, 81(4), 495- 504. 
IBID: Erratum. Blood 1998;91:1100. 
Idelman G, et al. WT1-p53 interactions in insulin-like growth factor-I receptor gene 
regulation. J Biol Chem 2003; 278: 3474–3482. 
 155 
Ido, M.; Nagata, C.; Kawakami, N.; Shimizu, H.; Yoshida, Y.; Nomura, T.;Mizoguchi, H. A 
case-control study of myelodysplastic syndromes among Japanese men and women. 
Leuk. Res. 1996, 20(9), 727-731. 
Issa et al. Azacitidine.Nat rev drug Discov.2005;4(4):275-276.  
Ito K, et al. Antiapoptotic function of 17AA(+)WT1 (Wilms’ tumor gene) isoforms on the 
intrinsic apoptosis pathway. Oncogene 2006; 25:4217–4229. 
Itzykson et al. Prognostic factor for response and overall surviva in 282 patient with 
higher-risk myelodisplastic syndrome treated with azacitidina. Blood 200, 117:404-411. 
Iwama, H et al. Telomeric length and telomerase activity vary with age in peripheral blood 
cells obtained from normal individuals. Hum. Genet. 1998, 102(4), 397-402. 
Jadersten M et al. Erythropoietin and granulocyte-colony stimulating factor treatment 
associated with improved survival in myelodysplastic syndrome. J Clin Oncol. 
2008;26:3607-3613 
Jaffe ES, Harris NL, Stein H, Vardiman JW, eds. World Health Organization. Classification 
of Tumours: Pathology and Genetics of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid 
Tissues. IARC Press: Lyon 2001. 
Jaju, et al.Molecular cytogenetic delineation of the critical deleted region in the 
5qsyndrome. Genes Chromosomes Cancer 1998, 22(3), 251-256. 
 156 
Jary, L.; Mossafa, H.; Fourcade, C.; Genet, P.; Pulik, M.; Flandrin, G. The 17p-syndrome: 
a distinct myelodysplastic syndrome entity? Leuk. Lymphoma 1997, 25(1-2), 163-168. 
Jillian L. Barlow1,4, Lesley F. Drynan1,4, Duncan R. Hewett1,4, Luke R. Holmes1,4, Silvia 
Lorenzo-Abalde1, Alison L. Lane1, Helen E. Jolin1, Richard Pannell1, Angela J. 
Middleton1, See Heng Wong1, Alan J Warren1,3, James S. Wainscoat2, Jacqueline 
Boultwood2, and Andrew N.J. McKenzie1; A p53-dependent mechanism underlies 
macrocytic anemia in a mouse model of human 5q− syndrome Nat Med. 2010 January ; 
16(1): 59–66. doi:10.1038/nm.2063. 
John AM, Thomas NS, Mufti GJ, Padua RA. Targeted therapies in myeloid leukemia. 
Semin Cancer Biol 2004;14:41-62. 
Johnstone, R. W.; Licht, J. D. Histone deacetylase inhibitors in cancer therapy: is 
transcription the primary target? Cancer Cell 2003, 4(1), 13-18. 
Jonasova, A.; Neuwirtova, R.; Cermak, J.; Vozobulova, V.; Mocikova, K.; Siskova, M.; 
Hochova, I. Cyclosporin A therapy in hypoplastic MDS patients and certain refractory 
anaemias without hypoplastic bone marrow. Br. J. Haematol. 1998, 100(2), 304-309. 
Jordan, C.T. The leukemic stem cell. Best Practice & Research.Clinical 
Haematology(2007), 20, 13–18. 
 157 
Joslin JM, Fernald AA, Tennant TR, Davis EM, Kogan SC, Anastasi J, et al. 
Haploinsufficiency of EGR1, a candidate gene in the del(5q), leads to the development of 
myeloid disorders. Blood 2007; 110:719-26. 
Kadhim, M. A.; Lorimore, S. A.; Hepburn, M. D.; Goodhead, D. T.; Buckle, V. J.; Wright, 
E. G. Alpha-particle-induced chromosomal instability in human bone marrow cells. Lancet 
1994, 344(8928), 987-988. 
Karakas T, et al. The coexpression of the apoptosis-related genes bcl-2 and wt1 in 
predicting survival in adult acute myeloid leukemia. Leukemia 2002; 16: 846–854. 
Kim, N. W.; Piatyszek, M. A.; Prowse, K. R.; Harley, C. B.; West, M. D.; Ho, P. L.; 
Coviello, G. M.; Wright, W. E.; Weinrich, S. L.; Shay, J. W. Specific association of human 
telomerase activity with immortal cells and cancer. Science 1994, 266(5193), 2011-2015. 
King-Underwood L et al. Wt1 is not essential for hematopoiesis in the mouse. Leuk Res 
2005; 29: 803–812. 
Kitagawa, M.; Saito, I.; Kuwata, T.; Yoshida, S.; Yamaguchi, S.; Takahashi, M.; Tanizawa, 
T.; Kamiyama, R.; Hirokawa, K. Overexpression of tumor necrosis factor (TNF)-alpha and 
interferon (IFN)-gamma by bone marrow cells from patients with myelodysplastic 
syndromes. Leukemia 1997, 11(12), 2049-2054. 
 158 
Kitagawa, M.; Yamaguchi, S.; Takahashi, M.; Tanizawa, T.; Hirokawa, K.; Kamiyama, R. 
Localization of Fas and Fas ligand in bone marrow cells demonstrating myelodysplasia. 
Leukemia 1998, 12(4), 486-492. 
Koike, M.; Ishiyama, T.; Tomoyasu, S.; Tsuruoka, N. Spontaneous cytokine 
overproduction by peripheral blood mononuclear cells from patients with myelodysplastic 
syndromes and aplastic anemia. Leuk. Res. 1995, 19(9), 639-644. 
Kopterides P, Halikias S, Tsavaris N. Visceral leishmaniasis masquerading as 
myelodysplasia. Am J Hematol 2003; 74:198-9. 
Korkolopoulou, P.; Apostolidou, E.; Pavlopoulos, P. M.; Kavantzas, N.; Vyniou, N.; 
Thymara, I.; Terpos, E.; Patsouris, E.; Yataganas, X.; Davaris, P. Prognostic evaluation of 
the microvascular network in myelodysplastic syndromes. Leukemia 2001, 15(9), 1369-
1376. 
Kuang, S.; Liang, W. Clinical analysis of 43 cases of chronic benzene poisoning. Chem. 
Biol. Interact. 2005, 153-154, 129-135. 
Kuendgen A, et al. Treatment of myelodysplastic syndromes with valproic acid alone or in 
combination with all-trans retinoic acid. Blood 2004;104(5):1266–1269. 
Kuendgen A, et al. Results of a phase 2 study of valproic acid alone or in combination 
with all-trans retinoic acid in 75 patients with myelodysplastic syndrome and relapsed or 
refractory acute myeloid leukemia. Ann Hematol 2005;84 (suppl 1):61–66 
 159 
Kuendgen A, et al. The histone deacetylase (HDAC) inhibitor valproic acid as 
monotherapy or in combination with all-trans retinoic acid in patients with acute myeloid 
leukemia. Cancer 2006;106(1):112–119. 
Kumar M, Narla A, Nonami A, Ball B, Chin C, Chen C, et al. Coordinate Loss of a 
MicroRNA Mir 145 and a Protein-Coding Gene RPS14 Cooperate in the Pathogenesis of 
5q-Syndrome. Am Soc Hematol 2009. 
Kurzrock R, et al. A phase II study of R115777, a farnesyl transferase inhibitor,in 
myelodysplastic syndrome. J Clin Oncol 2004;22(7):1287–1292 
Laity JH, et al. Alternative splicing of Wilms’ tumor suppressor protein modulates  
DNAbinding activity through isoform-specific DNA-induced conformational changes. 
Biochemistry 2000; 39: 5341–5348.  
Lancet JE, et al. A phase I study of MGCD0103 given as a twice weekly oral dose in 
patients with advanced leukemias or myelodysplastic syndromes (MDS). J Clin Oncol 
2007;25:18S.Abstract 2516 
Leone, G.; Teofili, L.; Voso, M. T.; Lubbert, M. DNA methylation and demethylating drugs 
in myelodysplastic syndromes and secondary leukemias. Haematologica 2002, 87(12), 
1324-1341. 
 160 
Levine RL, Wadleigh M, Cools J, Ebert BL, Wernig G, Huntly BJP, et al. Activating 
mutation in the tyrosine kinase JAK2 in polycythemia vera, essential thrombocythemia and 
agnogenic myeloid metaplasia. Cancer Cell 2005; 7:387-97. 
Li, G.; Zou, D.; Bai, R. Clinical significance of human calcitonin and generelated peptide in 
the serum of myelodysplastic syndromes patients. Zhonghua Xue. Ye. Xue. Za Zhi. 1999, 
20(2), 79-81. 
Li, J., et al. Nucleophosmin regulates cell cycle progression and stress response in 
hematopoietic stem/progenitor cells. Journal of Biological Chemistry, (2006) 281, 
16536–16545 
Lin, Y.W., et al NUP98-HOXD13 transgenic mice develop a highly penetrant, severe 
myelodysplastic syndrome that progresses to acute leukaemia. Blood (2005), 106, 287–
295. 
List AF, Vardiman J, Issa JP, DeWitte TM. Myelodysplastic syndromes. Hematology (Am 
Soc Hematol Educ Program) 2004:297-317. 
List, S et al. Efficacy of lenalidomide in myelodysplastic syndromes. New England Journal 
of Medicine,2005, vol. 352, no. 6, pp. 549–557,. 
List, A et al. Lenalidomide in the myelodysplastic syndrome with chromosome 5q deletion. 
New England Journal of Medicine, 2006 vol. 355, no. 14, pp. 1456–1465,. 
 161 
Little M, Wells C. A clinical overview of WT1 gene mutations. Hum Mutat 1997; 9: 209– 
25. 
Look, A. T. Molecular Pathogenesis of MDS. Hematology (Am. Soc. Hematol. Educ. 
Program) 2005, 156-160. 
Lyons RM, et al. Hematologic response to three alternative dosing schedules of 
azacitidine in patients with myelodysplastic syndromes. J Clin Oncol. 2009;27:1850 – 
1856. 
Luo XN, Reddy JC, Yeyati PL, Idris AH, Hosono S, Haber DA et al. The tumor suppressor 
gene WT1 inhibits ras-mediated transformation. 
Maheswaran S, et al. The WT1 gene product stabilizes p53 and inhibits p53-mediated 
apoptosis. Genes Dev 1995; 9: 2143–2156. 
Malcovati. Myelodysplastic syndromes: diagnosis and staging. Cancer Control. 2008 
Oct;15 Suppl:4-13 
Malcovati L, Germing U, Kuendgen A, et al. Time-dependent prognostic scoring system 
for predicting survival and leukemic evolution in myelodysplastic syndromes. J Clin Oncol. 
2007;25(23):3503-3510. 
 162 
Manakova, T., et al. Functional disturbances in hematopoietic microenvironment in various 
forms of myelodysplastic syndromes. Bulletin of Experimental Biology and 
Medicine(2000), 130, 832–834. 
Marisavljevic, D.; Kraguljac, N.; Rolovic, Z. Immunologic abnormalities in myelodysplastic 
syndromes: clinical features and characteristics of the lymphoid population. Med. Oncol. 
2006, 23(3), 385-392. 
Marks, P.; Rifkind, R. A.; Richon, V. M.; Breslow, R.; Miller, T.; Kelly, W. K. Histone 
deacetylases and cancer: causes and therapies. Nat. Rev. Cancer 2001, 1(3), 194-202. 
Matsuo, T.; Tomonaga, M.; Bennett, J. M.; Kuriyama, K.; Imanaka, F.; Kuramoto, A.; 
Kamada, N.; Ichimaru, M.; Finch, S. C.; Pisciotta, A. V. Reclassification of leukemia 
among A-bomb survivors in Nagasaki using French-American-British (FAB) classification 
for acute leukemia. Jpn. J. Clin. Oncol. 1988, 18(2), 91-96. 
McDevitt, M. A.; Shivdasani, R. A.; Fujiwara, Y.; Yang, H.; Orkin, S. H. A "knockdown" 
mutation created by cis-element gene targeting reveals the dependence of erythroid cell 
maturation on the level of transcription factor GATA-1. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997, 
94(13), 6781-6785. 
McMaster ML, et al. WT1 expression alters tumorigenicity of the G401 kidney-derived cell 
line. Cell Growth Differ 1995; 6: 1609–1617. 
 163 
Melenhorst, J. J.; Eniafe, R.; Follmann, D.; Nakamura, R.; Kirby, M.; Barrett, A. J. 
Molecular and flow cytometric characterization of the CD4 and CD8 T-cell repertoire in 
patients with myelodysplastic syndrome. Br. J. Haematol. 2002, 119(1), 97-105. 
Menke AL, et al. Wilms’ tumor 1-KTS isoforms induce p53-independent apoptosis that can 
be partially rescued by expression of the epidermal growth factor receptor or the insulin 
receptor. Cancer Res 1997; 57: 1353–1363. 
Menke AL, et al. The Wilms’ tumor 1 gene: oncogene or tumor suppressor gene? Int Rev 
Cytol 1998; 181: 151–212. 
Menssen HD, et al. Presence of Wilms’ tumor gene (wt1) transcripts and the WT1 nuclear 
protein in the majority of human acute leukemias. Leukemia 1995; 9: 1060– 1067 
Metzgeroth G. et al. Deferasirox in MDS patients with transfusion-caused iron overload— 
a phase-II study. Annals of Hematology, vol. 88, no. 4, pp. 301–310, 2009. 
Mikkael A. Sekeres and David P. Steensma; Defining prior therapy in myelodysplastic 
syndromes and criteria for relapsed and refractory disease: implications for clinical trial 
design and enrollment; blood; 2009 114: 2575-2580. 
Miwa H, et al. Expression of the Wilms’ tumor gene (WT1) in human leukemias. Leukemia 
1992; 6: 405–409 
 164 
Miyagi T, Ahuja H, Kubota T, Kubonishi I, Koeffler HP, Miyoshi I. Expression of the 
candidate Wilm’s tumor gene, WT1, in human leukemia cells. Leukemia 1993; 7: 970– 
977. 
Molldrem, J. J.; Caples, M.; Mavroudis, D.; Plante, M.; Young, N. S.; Barrett, A. J. 
Antithymocyte globulin for patients with myelodysplastic syndrome. Br. J. Haematol. 1997, 
99(3), 699-705. 
Molldrem, J. J.; Jiang, Y. Z.; Stetler-Stevenson, M.; Mavroudis, D.; Hensel, N.; Barrett, A. 
J. Haematological response of patients with myelodysplastic syndrome to antithymocyte 
globulin is associated with a loss of lymphocytemediated inhibition of CFU-GM and 
alterations in T-cell receptor Vbeta profiles. Br. J. Haematol. 1998, 102(5), 1314-1322. 
Moloney, W. C. Radiogenic leukemia revisited. Blood 1987, 70(4), 905-908. 
Morgan, M. A.; Reuter, C. W. Molecularly targeted therapies in myelodysplastic 
syndromes and acute myeloid leukemias. Ann. Hematol. 2006, 85(3), 139-163. 
Morrison DJ, et al. WT1 induces apoptosis through transcriptional regulation of the 
proapoptotic Bcl-2 family member Bak. Cancer Res 2005; 65: 8174–8182. 
Moyzis, R et al. A highly conserved repetitive DNA sequence, (TTAGGG)n, present at the 
telomeres of human chromosomes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1988, 85(18), 6622- 
6626. 
 165 
Moyzis, R. K.; Buckingham, J. M.; Cram, L. S.; Dani, M.; Deaven, L. L.; Jones, M. D.; 
Meyne, J.; Ratliff, R. L.; Wu, J. R. A highly conserved repetitive DNA sequence, 
(TTAGGG)n, present at the telomeres of human chromosomes. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 1988, 85(18), 6622-6626. 
Mufti G, List AF, Gore SD, Ho AY. Myelodysplastic syndrome. Hematology (Am Soc 
Hematol Educ Program) 2003:176-99. 
Mufti, G. J. Pathobiology, classification, and diagnosis of myelodysplastic syndrome. Best. 
Pract. Res. Clin. Haematol. 2004, 17(4), 543-557. 
Mundle, S.; Allampallam, K.; Aftab, R. K.; Dangerfield, B.; Cartlidge, J.; Zeitler, D.; 
Afenya, E.; Alvi, S.; Shetty, V.; Venugopal, P.; Raza, A. Presence of activation-related m-
RNA for EBV and CMV in the bone marrow of patients with myelodysplastic syndromes. 
Cancer Lett. 2001, 164(2), 197-205. 
Nagai K, Kohno T, Chen Y-X, et al. Diagnostic criteria for hypocellular acute leukemia: a 
clinical entity distinct from overt acute leukemia and myelodysplastic syndrome. Leuk Res 
1996;20:563-574. 
Nakamichi, N., D. D. Rhoads, and D. J. Roufa. 1983. The Chinese hamster cell emetine 
resistance gene: analysis of cDNA and genomic sequences encoding ribosomal protein 
S14. J. Biol. Chem. 258:13236-13242. 
 166 
Narla A, Ebert BL. Ribosomopathies: human disorders of ribosome dysfunction. Blood 
2010; 115:3196-205. 
Nilsson, L.; Astrand-Grundstrom, I.; Anderson, K.; Arvidsson, I.; Hokland, P.; Bryder, D.; 
Kjeldsen, L.; Johansson, B.; Hellstrom-Lindberg, E.; Hast, R.; Jacobsen, S. E. 
Involvement and functional impairment of the CD34(+)CD38(-)Thy-1(+) hematopoietic 
stem cell pool in myelodysplastic syndromes with trisomy 8. Blood 2002, 100(1), 259-
267. 
Nilsson, L.; Astrand-Grundstrom, I.; Arvidsson, I.; Jacobsson, B.; Hellstrom- Lindberg, E.; 
Hast, R.; Jacobsen, S. E. Isolation and characterization of hematopoietic progenitor/stem 
cells in 5q-deleted myelodysplastic syndromes: evidence for involvement at the 
hematopoietic stem cell level. Blood 2000, 96(6), 2012-2021. 
Nimer, et al. The 5q- abnormality. Blood 1987, 70(6), 1705-1712. 
Nimer, S. D. Clinical management of myelodysplastic syndromes with interstitial deletion 
of chromosome 5q. J. Clin. Oncol. 2006, 24(16), 2576- 2582. 
Nishida S et al. AML1-ETO rapidly induces acute myeloblastic leukemia in cooperation 
with the Wilms tumor gene, WT1. Blood 2006; 107: 3303–3312. 
Ogawa, T.; Kitagawa, M.; Hirokawa, K. Age-related changes of human bone marrow: a 
histometric estimation of proliferative cells, apoptotic cells, 
 167 
Ohyashiki, J. H.; Iwama, H.; Yahata, N.; Ando, K.; Hayashi, S.; Shay, J. W.; Ohyashiki, K. 
Telomere stability is frequently impaired in high-risk groups of patients with 
myelodysplastic syndromes. Clin. Cancer Res. 1999, 5(5), 1155-1160. 
Oliva et al. Changes in RPS14 expression level during lenalidomide treatment in Lowand 
Intrmediate1-risk syndrome with chromosome 5q deletion. Eu Jour Haemat 2010, 
85(231-235). 
Olney, H. J.; Le Beau, M. M. The cytogenetics of myelodysplastic syndromes. Best. Pract. 
Res. Clin. Haematol. 2001, 14(3), 479-495. 
Oncogene 1995; 11: 743–750Furukawa, Y et al. Lineage-specific regulation of cell cycle 
control gene expression during haematopoietic cell differentiation. Br. J. Haematol. 2000, 
110(3), 663-673. 
Ostergaard M, et al. WT1 gene expression: an excellent tool for monitoring minimal 
residual disease in 70% of acute myeloid leukaemia patients - results from a singlecentre 
study. Br J Haematol 2004; 125: 590–600. 
Overman, P. F., D. D. Rhoads, and D. J. Roufa. Multiple regulatory elements ensure 
accurate expression of a human ribosomal protein gene. J. Biol. Chem., in press. 
Park S, et al. Predictive factors of response and survival in myelodysplastic syndrome 
treated with erythropoietin and G-CSF: the GFM experience. Blood. 2008;111:574-582. 
 168 
Parker, J. E.; Mufti, G. J.; Rasool, F.; Mijovic, A.; Devereux, S.; Pagliuca, A. The role of 
apoptosis, proliferation, and the Bcl-2-related proteins in the myelodysplastic syndromes 
and acute myeloid leukemia secondary to MDS. Blood 2000, 96(12), 3932-3938. 
Parker, J. E.; Mufti, G. J. Ineffective haemopoiesis and apoptosis in myelodysplastic 
syndromes. Br. J. Haematol. 1998, 101(2), 220-230. 
Pasqualetti, P.; Festuccia, V.; Acitelli, P.; Collacciani, A.; Giusti, A.; Casale, R. Tobacco 
smoking and risk of haematological malignancies in adults: a case-control study. Br. J. 
Haematol. 1997, 97(3), 659-662. 
Paulsson, K.; Heidenblad, M.; Strombeck, B.; Staaf, J.; Jonsson, G.; Borg, A.; Fioretos, 
T.; Johansson, B. High-resolution genome-wide array-based comparative genome 
hybridization reveals cryptic chromosome changes in AML and MDS cases with trisomy 8 
as the sole cytogenetic aberration Leukemia 2006, 20(5), 840-846. 
Pedersen-Bjergaard, J.; Andersen, M. K.; Christiansen, D. H.; Nerlov, C. Genetic 
pathways in therapy-related myelodysplasia and acute myeloid leukemia. Blood 2002, 
99(6), 1909-1912. 
Pedersen-Bjergaard, J.; Philip, P.; Larsen, S. O.; Andersson, M.; Daugaard, G.; Ersboll, 
J.; Hansen, S. W.; Hou-Jensen, K.; Nielsen, D.; Sigsgaard, T. C. Therapy-related 
myelodysplasia and acute myeloid leukemia. Cytogenetic characteristics of 115 
 169 
consecutive cases and risk in seven cohorts of patients treated intensively for malignant 
diseases in the Copenhagen series. Leukemia 1993, 7(12), 1975-1986 
Pellagatti A, Marafioti T, Paterson JC, Barlow JL, Drynan LF, Giagounidis A, et al. 
Induction of p53 and upregulation of the p53 pathway in the human 5q- syndrome. Blood 
2010; 115:2721-3. 
Phelan SA, Lindberg C, Call KM. Wilms’ tumor gene, WT1, mRNA is down-regulated 
during induction of erythroid and megakaryocytic differentiation of K562 cells. Cell Growth 
Differ 1994; 5: 677–686 
Pilatrino C, Cilloni D, Messa E, et al. Increase in platelet count in older, poor-risk patients 
with acute myeloid leukemia or myelodysplastic syndrome treated with valproic acid and 
all-trans retinoic acid. Cancer 2005;104(1):101–109. 
Plunkett W, Garcia-Manero G, Faderl S, et al. Phase I study of sapacitabine, an oral 
nucleoside analogue, in patients with advanced leukemias or myelodysplastic syndromes. 
J Clin Oncol 2007;25(18S):7063. 
Prall WC, Czibere A, Grall F, Spentzos D, Steidl U, Giagounidis AA, et al. Differential 
gene expression of bone marrow-derived CD34+ cells is associated with survival of 
patients suffering from myelodysplastic syndrome. Int J Hematol 2009; 89:173-87. 
 170 
Pruneri, G.; Bertolini, F.; Soligo, D.; Carboni, N.; Cortelezzi, A.; Ferrucci, P. F.; Buffa, R.; 
Lambertenghi-Deliliers, G.; Pezzella, F. Angiogenesis in myelodysplastic syndromes. Br. 
J. Cancer 1999, 81(8), 1398-1401. 
Quesnel, B.; Guillerm, G.; Vereecque, R.; Wattel, E.; Preudhomme, C.; Bauters, F.; 
Vanrumbeke, M.; Fenaux, P. Methylation of the p15(INK4b) gene in myelodysplastic 
syndromes is frequent and acquired during disease progression. Blood 1998, 91(8), 
2985-2990. 
Raffoux et al. Phase 2 trial of 5-azacitiine, valproic acid, and all-trans retinoic acid in 
pazinets with high-risk acute myeloid leukemia or myelodisplastic syndrome. OncoTarget 
2010(5):43-42. 
Rajapaksa, R.; Ginzton, N.; Rott, L. S.; Greenberg, P. L. Altered oncoprotein expression 
and apoptosis in myelodysplastic syndrome marrow cells. Blood 1996, 88(11), 4275-
4287. 
Ravandi F, Faderl S, Thomas D, et al. Phase I study of suberoylanilide hydroxamic acid 
(SAHA) and decitabine in patients with relapse, refractory or poor prognosis leukemia. 
Blood 2007;110(11) 
Raza, A.; Mundle, S.; Shetty, V.; Alvi, S.; Chopra, H.; Span, L.; Parcharidou, A.; Dar, S.; 
Venugopal, P.; Borok, R.; Gezer, S.; Showel, J.; Loew, J.; Robin, E.; Rifkin, S.; Alston, 
D.; Hernandez, B.; Shah, R.; Kaizer, H.; Gregory, S. Novel insights into the biology of 
 171 
myelodysplastic syndromes: excessive apoptosis and the role of cytokines. Int. J. 
Hematol. 1996, 63(4), 265-278. 
Raza et al. The biology of myelodysplastic syndromes: unity despite heterogeneity. 
Hematology Reports 2010; 2:4; 28-31. 
Raza A, et al. Hematological improvement (HI) by TLK199 (Telintra™), anovel glutathione 
analog, in myelodysplastic syndrome: results of a phase 2 study results. Blood 
2005;106(11)Abstract 2520 
Reddy JC, Hosono S, Licht JD. The transcriptional effect of WT1 is modulated by choice 
of expression vector. J Biol Chem 1995; 270: 29976–29982. 
Renneville, et al. Cooperating gene mutations in acute myeloid leukemia: a review of the 
literature. Leukemia, (2008) published online doi:10.1038/leu.2008.19 
Rhoads, D. D., and D. J. Roufa. 1987. A cloned human ribosomal protein gene functions 
in rodent cells. Mol. Cell. Biol. 7:3767-3774. 
Rivera MN, Haber DA. Wilms’ tumour: connecting tumorigenesis and organ development 
in the kidney. Nat Rev Cancer 2005; 5: 699–712 
Robertson, K. et al. DNA methylation: past, present and future directions. Carcinogenesis 
2000, 21(3), 461-467. 
Rocco M. 2010 etd-03282012-070307 
 172 
Rosato RR, Grant S. Histone deacetylase inhibitors: insights into mechanisms of lethality. 
Expert Opin Ther Targets 2005;9(4):809–824. 
Rosenfeld, C.; List, A. A hypothesis for the pathogenesis of myelodysplastic syndromes: 
implications for new therapies. Leukemia 2000, 14(1), 2-8. 
Rothman, N.; Haas, R.; Hayes, R. B.; Li, G. L.; Wiemels, J.; Campleman, S.; Quintana, P. 
J.; Xi, L. J.; Dosemeci, M.; Titenko-Holland, N. Benzene induces gene-duplicating but not 
gene-inactivating mutations at the glycophorin A locus in exposed humans. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 1995, 92(9), 4069-4073. 
Rund, D.; Ben Yehuda, D. Therapy-related leukemia and myelodysplasia: evolving 
concepts of pathogenesis and treatment. Hematology 2004, 9(3), 179-187. 
Rupec RA, Jundt F, Rebholz B, Eckelt B, Weindl G, Herzinger T, et al. Stroma-mediated 
dysregulation of myelopoiesis in mice lacking IkappaBalpha. Immunity 2005; 22:479-91. 
Saitoh, K.; Miura, I.; Takahashi, N.; Miura, A. B. Fluorescence in situ hybridization of 
progenitor cells obtained by fluorescence-activated cell sorting for the detection of cells 
affected by chromosome abnormality trisomy 8 in patients with myelodysplastic 
syndromes. Blood 1998, 92(8), 2886-2892. 
Sakamoto Y, et al. Inhibitionof the DNA-binding and transcriptional repression activity of 
the Wilms’ tumor gene product, WT1, by cAMP-dependent protein kinase-mediated 
 173 
phosphorylation of Ser-365 and Ser-393 in the zinc finger domain. Oncogene 1997; 
15:2001–2012. 
Santini V et al. Management and supportive care measures for adverse events in patients 
with myelodysplastic syndromes treated with azacitidine. Eur J Haematol. 2010;85:130–
138. 
Santini et al. Clinical management of myelodisplastic syndromes: update of SIE, SIES, 
GITMO practice guidelines. Leukemia Research 2010. 
Sawanobori, M et al. Expression of TNF receptors and related signaling molecules in the 
bone marrow from patients with myelodysplastic syndromes. Leuk. Res. 2003, 27(7), 
583-591 
Schmid D et al. Prognostic significance of WT1 gene expression at diagnosis in adult de 
novo acute myeloid leukemia. Leukemia 1997; 11: 639–643 
Sekeres MA, et al. A decision analysis to determine the appropriate treatment for lowrisk 
myelodysplastic syndromes. Cancer. 2007;109:1125-1132. 
Sekeres MA et al. Preliminary results from a phase I study of Revlimid®(lenalidomide) in 
combination with Vidaza® (azacitidine) in patients with advanced myelodysplastic 
syndromes (MDS). Blood 2007 110:437a 
 174 
Seymour JF, et al. Effects of azacitidine compared with conventional care regimens in 
elderly (</>75 years) patients with higher-risk myelodysplastic syndromes. Crit Rev 
Oncol Hematol. 2010. [Epub ahead of print]. 
Shen et al,.DNA methylation predict survival and response to therapy in patient With 
Myelodisplastic Syndrome. J Clin Oncol. 2010. 
Shetty, V.; Mundle, S.; Alvi, S.; Showel, M.; Broady-Robinson, L.; Dar, S.; Borok, R.; 
Showel, J.; Gregory, S.; Rifkin, S.; Gezer, S.; Parcharidou, A.; Venugopal, P.; Shah, R.; 
Hernandez, B.; Klein, M.; Alston, D.; Robin, E.; Dominquez, C.; Raza, A. Measurement of 
apoptosis, proliferation and three cytokines in 46 patients with myelodysplastic syndromes. 
Leuk. Res. 1996, 20(11-12), 891-900. 
Shimizu, R.; Kuroha, T.; Ohneda, O.; Pan, X.; Ohneda, K.; Takahashi, S.; Philipsen, S.; 
Yamamoto, M. Leukemogenesis caused by incapacitated GATA-1 function. Mol. Cell Biol. 
2004, 24(24), 10814-10825. 
Silverman LR et al. Randomized controlled trial of azacitidine in patients with the 
myelodysplastic syndrome: a study of the cancer and leukemia group B. J Clin Oncol. 
2002;20:2429 –2440. 
Silverman L, et al. The effects of continued azacitidina treatment cycles on response in 
higher-risk patients with myelodysplastic syndromes [abstract 227]. Blood. 2008;112(11). 
Singal, R.; Ginder, G. D. DNA methylation. Blood 1999, 93(12), 4059-4070. 
 175 
Sloand, M et al., “Preferential suppression of trisomy 8 compared with normal 
hematopoietic cell growth by autologous lymphocytes in patients with trisomy 8 
myelodysplastic syndrome,” Blood, vol. 106, no. 3,pp. 841–851, 2005. 
Smith, M. A.; Smith, J. G. The occurrence subtype and significance of haemopoietic 
inhibitory T cells (HIT cells) in myelodysplasia: an in vitro study. Leuk. Res. 1991, 15(7), 
597-601. 
Smith, M. T. The mechanism of benzene-induced leukemia: a hypothesis and 
speculations on the causes of leukemia. Environ. Health Perspect. 1996, 104(Suppl. 6), 
1219-1225. 
Smith SI, et al. Expression of the Wilms’tumor suppressor gene, WT1, reduces the 
tumorigenicity of the leukemic cell line M1 in C.B-17 scid/scid mice. Cancer Res 
2000,60: 808–814. 
Soenen-Cornu, et al. Mesenchymal cells generated from patients with myelodysplastic 
syndromes are devoid of chromosomal clonal markers and support short and longterm 
hematopoiesis in vitro. Oncogene(2005), 24, 2441–2448. 
Soriano AO, Yang H, Faderl S, et al. Safety and clinical activity of the combination of 5- 
azacytidine, valproic acid, and all-trans retinoic acid in acute myeloid leukemia and 
myelodysplastic syndrome. Blood 2007;110(7):2302–2308. 
 176 
Sorror ML, et al. Hematopoietic cell transplantation specific comorbidity index as an 
outcome predictor for patients with acute myeloid leukemia in first remission: combined 
FHCRC and MDACC experiences. Blood. 2007;110(13):4606-13 
Sportoletti P., S. Grisendi, S.M.Majid, K. Cheng, J.G. Clohessy, A. Viale, J. Teruya- 
Feldstein, P.P. Pandolfi, Npm1 is a haploinsufficient suppressor of myeloid and lymphoid 
malignancies in the mouse, Blood 111 (2008) 3859–3862. 
Starczynowski DT, Kuchenbauer F, Argiropoulos B, Sung S, Morin R, Muranyi A, et al. 
Identification of miR-145 and miR-146a as mediators of the 5q-syndrome phenotype. 
Nature Medicine 2010; 16:49-58. 
Steensma, D. P.; Tefferi, A. The myelodysplastic syndrome(s): a perspective and review 
highlighting current controversies. Leuk. Res. 2003, 27(2), 95-120 
Steensma DP, et al (a). Clinical experience with different dosing schedules of decitabine 
in patients with myelodysplastic syndromes (MDS) [abstract 7011]. J Clin Oncol. 
2009;27. 
Steensma DP, et al (b). Multicenter study of decitabine administered daily for 5 days 
every 4 weeks to adults with myelodysplastic syndromes: the alternative dosing for 
outpatient treatment (ADOPT) trial. J Clin Oncol 2009;27:3842–3848. 
Stifter, G.; Heiss, S.; Gastl, G.; Tzankov, A.; Stauder, R. Over-expression of tumor 
necrosis factor-alpha in bone marrow biopsies from patients with myelodysplastic 
 177 
syndromes: relationship to anemia and prognosis. Eur. J. Haematol. 2005, 75(6), 485-
491. 
Stirewalt, et al Tumor necrosis factorinduced gene expression in human marrow stroma: 
clues to the pathophysiology of MDS. British Journal of Haematology(2007), 140, 444–
453. 
Svedberg H, et al. Forced expression of the Wilms tumor 1 (WT1) gene inhibits 
proliferation of human hematopoietic CD34(+) progenitor cells. Leukemia 2001; 15:1914–
1922. 
Svedberg H, et al. Constitutive expression of the Wilms’ tumor gene (WT1) in the 
leukemic cell line U937 blocks parts of the differentiation program. Oncogene 1998; 16: 
925–932. 
Svedberg H, et al. Downregulation of Wilms’ tumor gene (WT1) is not a prerequisite for 
erythroid or megakaryocytic differentiation of the leukemic cell line K562. Exp Hematol 
1999; 27: 1057–1062. 
Tamaki H, et al. The Wilms’ tumor gene WT1 is a good marker for diagnosis of disease 
progression of myelodysplastic syndromes. Leukemia 1999; 13: 393–399. 
Tennant, et al Abnormalities of adherent layers grown from bone marrow of patients with 
myelodysplasia. British Journal of Haematology (2000), 111, 853–862. 
 178 
Thatikonda C, Rossetti JM, Shadduck RK, et al. Combination methyltransferase and 
histone deacetylase inhibition in elderly patients with secondary acute myelogenous 
leukemia. Blood 2007;110(11) 
Tuzuner N, Cox C, Rowe JM, Watrous D, Bennet JM. Hypocellular 
myelodysplasticsyndromes (MDS): new proposals. Br J Haematol 1995;91:612-617. 
Valencia A, Cervera J, Such E, Sanz MA, Sanz GF. Lack of RPS14 promoter aberrant 
methylation supports the haploinsufficiency model for the 5q- syndrome. Blood 2008; 
112:918. 
Valk PJ et al. Prognostically useful gene-expression profiles in acute myeloid leukemia. 
New Engl J Med 2004; 350: 1617–1628. 
Verdorfer, I.; Brecevic, L.; Saul, W.; Schenker, B.; Kirsch, M.; Trautmann, U.; Helm, G.; 
Gramatzki, M.; Gebhart, E. Comparative genomic hybridization-aided unraveling of 
complex karyotypes in human hematopoietic neoplasias. Cancer Genet. Cytogenet. 2001, 
124(1), 1-6. 
Voso et al. Valproic acid at therapeutic plasma lvels may increase 5-azacitidine efficacy in 
higher risk myelodisplastic syndromes. Clin Canrer Res, 2009; 15(15);5002-5007. 
Voulgarelis, M.; Giannouli, S.; Ritis, K.; Tzioufas, A. G. Myelodysplasiaassociated 
autoimmunity: clinical and pathophysiologic concepts. Eur. J. Clin. Invest. 2004, 34(10), 
690-700. 
 179 
Wang ZY, Qiu QQ, Huang J, Gurrieri M, Deuel TF. Products of alternatively spliced 
transcripts of the Wilms’ tumor suppressor gene, wt1, have altered DNA binding specificity 
and regulate transcription in different ways. 
Oncogene 1995; 10: 415–422.Warlick E.D. et al. Myelodysplastic Syndromes: Review of 
Pathophysiology and Current Novel Treatment Approaches. Cureetn Canc,2007, Vol6, 
541-58. 
Warlick E.D. and B.D. Smith. Hematologic Malignancies Sidney Kimmel Comprehensive 
Cancer Center at Johns Hopkins 1650 Orleans Street, room 246 Baltimore, MD 21231, 
USA. Current Cancer Drug Targets, 2007, 7, 541-558 
Weiss, M. J.; Orkin, S. H. Transcription factor GATA-1 permits survival and maturation of 
erythroid precursors by preventing apoptosis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995, 92(21), 
9623-9627. 
West, R. R.; Stafford, D. A.; Farrow, A.; Jacobs, A. Occupational and environmental 
exposures and myelodysplasia: a case-control study. Leuk. Res. 1995, 19(2), 127-139. 
Wetzler, M.; Kurzrock, R.; Estrov, Z.; Estey, E.; Talpaz, M. Cytokine expression in 
adherent layers from patients with myelodysplastic syndrome and acute myelogenous 
leukemia. Leuk. Res. 1995, 19(1), 23-34. 
 180 
White, N. J.; Nacheva, E.; Asimakopoulos, F. A.; Bloxham, D.; Paul, B.; Green, A. R. 
Deletion of chromosome 20q in myelodysplasia can occur in a multipotent precursor of 
both myeloid cells and B cells. Blood 1994, 83(10), 2809-2816. 
Wilkens, L.; Tchinda, J.; Burkhardt, D.; Nolte, M.; Werner, M.; Georgii, A. Analysis of 
hematologic diseases using conventional karyotyping, fluorescence in situ hybridization 
(FISH), and comparative genomic hybridization (CGH). Hum. Pathol. 1998, 29(8), 833-
839. 
Wilkens, L.; Burkhardt, D.; Tchinda, J.; Busche, G.; Werner, M.; Nolte, M.; Ganser, A.; 
Georgii, A. Cytogenetic aberrations in myelodysplastic syndrome detected by comparative 
genomic hybridization and fluorescence in situ hybridization. Diagn. Mol. Pathol. 1999, 
8(1), 47-53. 
Wimazal, F.; Krauth, M. T.; Vales, A.; Bohm, A.; Agis, H.; Sonneck, K.; Aichberger, K. J.; 
Mayerhofer, M.; Simonitsch-Klupp, I.; Mullauer, L.; Sperr, W. R.; Valent, P. 
Immunohistochemical detection of vascular endothelial growth factor (VEGF) in the bone 
marrow in patients with myelodysplastic syndromes: correlation between VEGF expression 
and the FAB category. Leuk. Lymphoma 2006, 47(3), 451-460. 
Wolf, D.; Rodova, M.; Miska, E. A.; Calvet, J. P.; Kouzarides, T. Acetylation of beta-
catenin by CREB-binding protein (CBP). J. Biol. Chem. 2002, 277(28), 25562-25567. 
 181 
Wolfler, A.; Erkeland, S. J.; Bodner, C.; Valkhof, M.; Renner, W.; Leitner, C.; Olipitz, W.; 
Pfeilstocker, M.; Tinchon, C.; Emberger, W.; Linkesch, W.; Touw, I. P.; Sill, H. A 
functional single-nucleotide polymorphism of the GCSF receptor gene predisposes 
individuals to high-risk myelodysplastic syndrome. Blood 2005, 105(9), 3731-3736. 
Wu, S.; Xie, G.; Bai, R.; Wang, Y.; Zhu, P. Semi-quantitative study of calcitonin gene 
methylation in myelodysplastic syndrome. Chin. Med. J. (Engl.) 1998, 111(8), 690-693. 
Xu W. S., et al. Histone deacetylase inhibitors: molecular mechanisms of action. 
Oncogene, vol. 26, no. 37, pp. 5541–5552, 200 
Yamagami T, et al. Growth inhibition of human leukemic cells by WT1 (Wilms tumor gene) 
antisense oligodeoxynucleotides: implications for the involvement of WT1 in 
leukemogenesis. Blood 1996; 87: 2878–2884 
Yardley-Jones, A.; Anderson, D.; Parke, D. V. The toxicity of benzene and its metabolism 
and molecular pathology in human risk assessment. Br. J. Ind. Med. 1991, 48(7), 437-
444. 
Ye Y, et al. Regulation of WT1 by phosphorylation: inhibition of DNA binding, alteration of 
transcriptional activity and cellular translocation. EMBO J 1996; 15: 5606–5615. 
Yin, S. N.; Hayes, R. B.; Linet, M. S.; Li, G. L.; Dosemeci, M.; Travis, L. B.; Li, C. Y.; 
Zhang, Z. N.; Li, D. G.; Chow, W. H.; Wacholder, S.; Wang, Y. Z.; Jiang, Z. L.; Dai, T. R.; 
Zhang, W. Y.; Chao, X. J.; Ye, P. Z.; Kou, Q. R.; Zhang, X. C.; Lin, X. F.; Meng, J. F.; 
 182 
Ding, C. Y.; Zho, J. S.; Blot, W. J. A cohort study of cancer among benzene-exposed 
workers in China: overall results. Am. J. Ind. Med. 1996, 29(3), 227-235. 
Zorat, F.; Shetty, V.; Dutt, D.; Lisak, L.; Nascimben, F.; Allampallam, K.; Dar, S.; York, A.; 
Gezer, S.; Venugopal, P.; Raza, A. The clinical and biological effects of thalidomide in 
patients with myelodysplastic syndromes. Br. J. Haematol. 2001, 115(4), 881-894. 
 
 
